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Beitrige zur Kenntnis des Vitamins D. 


I. Mitteilung: 
Die Wertbestimmung im Tierversuch. 


Von 
F. Holtz’, F. Laquer, H. Kreitmair und Th. Moil. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 

Universitat Géttingen, dem Physiologischen Forschungslaboratorium der 

I. G. Farbenindustrie A. G. in Elberfeld und den Forschungslaboratorien 
der Chemischen Fabrik #. Merck in Darmstadt.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1931.) 


Weder die chemischen, noch die physikalischen Eigenschaften der 
bei der Bestrahlung von Ergosterin entstehenden antirachitisch wirk- 
samen Substanz sind bis heute eindeutig definiert. Was die 
Messung der Ultraviolettabsorption betrifft, so herrscht unter den 
verschiedenen Autoren auch heute noch keine véllige Uberein- 
stimmung dariiber, welches Absorptionsspektrum/ fiir das anti- 
rachitische Prinzip charakteristisch ist. Ohne auf diese physikali- 
schen Untersuchungen an dieser Stelle naiher einzugehen, méchten 
wir hervorheben, daB der Tierversuch zum Nachweis und zur Wert- 
bestimmung des antirachitischen Vitamins auch dann nicht entbehrt 
werden kann, wenn es méglich wiirde, in reinen Lésungen des bestrahlten 
Ergosterins durch physikalische oder andere Messungen die Kon- 
zentration der antirachitisch wirksamen Substanz zu _ bestimmen. 
Denn auch diese Verfahren verlangen zunachst einmal eine Bestatigung 
und eine dauernde Kontrolle durch den 'Tierversuch. Vor allem aber 
sind sie nicht mehr anwendbar, sobald Zubereitungen, wie dlige Lésungen, 
Tabletten, Dragées usw. vorliegen, unter denen das antirachitische 
Vitamin in den Handel gebracht wird. 

Man ist daher auf biologische Methoden angewiesen, die wie alle 
Tierversuche nur dann zuverlassige Ergebnisse liefern, wenn sie unter 
Einhaltung der notwendigen VorsichtsmaBregeln an einem geniigend 
groBen Tiermaterial vorgenommen werden. 

Bestrahlte Ergosterinpraparate entfalten verschiedene biologische 
Wirkungen. Erstens wirken sie antirachitisch, zweitens verursachen 
sie einen Erscheinungskomplex, der durch den sogenannten ,,Calcinose- 


1 Jetzt Chirurgische Klinik der Charité, Berlin. 
Biochemische Zeitschrift Band 237. 17 
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faktor“‘! hervorgerufen wird. Mit dieser biologischen Zweiteilung soll 
aber nicht zum Ausdruck gebracht werden, daB es sich hierbei um 
zwei chemisch verschiedene Substanzen handeln muB. Die Tatsache, 
daB man bestrahlte Ergosterinpraparate gewinnen kann, die nur den 
Calcinosefaktor enthalten, ohne antirachitisch wirksam zu sein, ist kein 
Beweis dafiir, daB es auch méglich sein muB, Praparate darzustellen, die 
nur antirachitisch wirksam sind, ohne den Calcinosefaktor zu enthalten. 
Da solche Praparate bisher noch nicht dargestellt werden konnten, 
ist es sehr wohl méglich, daB die bei der Bestrahlung von Ergosterin 
entstehende antirachitisch wirksame Substanz immer auch als Calcinose- 
faktor wirkt, und daB es durch weitere Behandlung des antirachitischen 
Vitamins méglich ist, die antirachitische Wirkung zu zerstéren, wahrend 
die calcinosierende Komponente der urspriinglich gebildeten einheit- 
lichen Substanz sich nicht wesentlich andert. 

Wir verstehen unter dem ,,antirachitischen Prinzip“ eine organische 
Substanz, die imstande ist, in Tagesgaben der GréBenordnung von 
unter 1 y die unter bestimmten Bedingungen erzeugte experimentelle 
Rattenrachitis zu verhiiten oder zu heilen, was an dem Zustande der 
Epiphysenlinien des wachsenden Knochens réntgenologisch oder 
histologisch festgestellt wird. 

Den ,,Calcinosefaktor“‘ definieren wir durch folgende biologische 
Wirkungen: 1. er verursacht im Kérper Kalkablagerungen und bei 
entsprechender Dosierung eine Kachexie mit Gewichtsabnahme, die 
zum Tode fiihren kann; 2. er hebt den Calciumgehalt des Blutes und 
kann den Ausbruch der parathyreopriven Tetanie verhindern. 

Wir halten es nach dem Stande unserer heutigen Erkenntnis fiir 
notwendig, daB man sich bei der biologischen Beurteilung von Ergosterin- 
praparaten auf die Priifung dieser beiden Faktoren stiitzt, also sowohl 
des antirachitischen Prinzips als des Calcinosefaktors. Unsere Methoden 
zum‘ Nachweis dieser beiden Faktoren sollen hier beschrieben werden. 
Wir fuBen dabei auf Erfahrungen, die in vierjahriger Zusammenarbeit 
von drei verschiedenen Laboratorien gesammelt worden sind. In 
der vorliegenden Arbeit soll zunachst die Technik der Tierversuche 
eine méglichst eingehende Schilderung finden. 


A. Die Bestimmung der antirachitischen Wirksamkeit. 
1. Die gebréuchlichen Standardisierungsmethoden. 

Die experimentelle Rachitis, die man durch eine besondere Diat 
bei der wachsenden zahmen Ratte erzeugen kann, dient am haufigsten 
als Grundlage fiir die Wertbestimmung des antirachitischen Prinzips. 
Dieses ist imstande, die Erkrankung zu verhindern oder zu heilen. 


1 Holtz u. Schreiber, Hoppe-Seyler 191, 1, 1930. 
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Damit sind zwei Mdéglichkeiten der Standardisierung gegeben, ein 
prophylaktisches oder ein therapeutisches Verfahren. 


Gegen die therapeutischen Methoden kann man verschiedene Ein- 
wendungen erheben, wie schon an anderer Stelle von dem einen von uns 
(Kreitmair') ausgefiihrt wurde. Die Versuchsdauer ist infolge der not- 
wendigen Vorbehandlung verhaltnismaBig lang, so daB eine Spontan- 
heilung infolge des Alters der Tiere eintreten kann. Vor Beginn der 
Testierung muB8 erst eine geniigend starke Rachitis réntgenologisch fest- 
gestellt werden. Vor allem ist die Diagnose der Heilwirkung durch die 
individuell verschiedene Ansprechbarkeit erschwert, wodurch verschiedene 
Stadien der Heilung unterschieden werden miissen. So kennen Coward?, 
ebenso wie Gyérgy*® drei, Bills, Honeywell, Wirik und Nussmeier* vier, 
Everse und van Niekerk® gar acht verschiedene Heilgrade. Das National 
Institute for Medical Research® bestimmt die Einheit nach dem Grenzwert, 
der bei stark rachitischen Ratten in der Regel eine gute, doch unvollstandige 
Heilung verursacht. Poulsson? und Schultz® messen die Breite des unver- 
kalkten Diaphysen-Epiphysenstreifens in Millimetern. Nach Schieblich® 
gibt der verschieden hohe Grad der Allgemeinschédigung der Ratten zu 
groBen Schwankungen AnlaB. 

Eine therapeutische Methode ist auch der ,,Linetest‘*, d. h. die Diagnose 
aus dem mit Silbernitrat geschwarzten, frisch angelagerten Kalk an den 
Epiphysen der behandelten Ratten (Mc. Collum, Simmonds, Shipley-Park'). 
Funk™ bezeichnet die Linienpriifung als unzuverlassig, Schultz (a. a. O.), 
Scheunert und Schieblich**, Demole™ u. a. lehnen sie ab und bevorzugen die 
R6éntgenoskopie. 

Die prophylaktische Réntgenmethode, erstmalig von Windaus und 
Holtz'*, spiter von Scheunert und Schieblich (a.a.O.) beschrieben, wird 


seit mehr als 4 Jahren bei der Erforschung des Vitamin D-Problems von 
den Laboratorien Windaus-Géttingen, EH. Merck-Darmstadt und der I. G. 
Farbenindustrie-Elberfeld angewandt. In den beiden letzteren benutzt 
man sie auBberdem zur Standardisierung des Handelspréparats Vigantol. 
Diese Methode hat alle Eigenschaften, die bei den therapeutischen Ver- 
fahren vermiBt werden: sie ist schaérfer, da man nur nach vollstdndigem 
Rachitisschutz bewertet, wahrend zweifelhafte Falle zu den nicht beein- 


Ergebn. d. Phys. 30, 202, 1930. 
Biochem. Journ. 22, 1221, 1928; Quat. Journ. Pharm. 1, 27 1928. 
Klin. Wochenschr. 15, 604, 1929. 
Journ. of biol. Chem. 90, 619, 1931. 
Ned. Tijd. v. Geneesk. 75, 101, 1931. 
Siehe Lancet Nr. 5583, 8S. 503, 1930. 
Miinech. Med. Wochenschr. Nr. 16, 8. 674, 1927; P. u. Lowenskiold 
Biochem. Journ. 22, 135, 1928. 
8 Deutsch Tierarztl. Wochenschr. 10, 152, 1929; Zeitschr. f. Kinder- 
heilkde. 47, 449, 1929. 
® Diese Zeitschr. 230, 312, 1931. 
10 Proc. Soc. Exper. Biol. and Med. 19, 123, 1921; Journ. of biol. Chem. 
, 41, 1922. 
|. Die Vitamine’, 8S. 324. Miinchen, J. F. Bergmann, 1924. 
12 Klin. Wochenschr. 8, 699, 1929; diese Zeitschr. 209, 290, 1929. 
3 Schweiz. Med. Wochenschr. 177, Nr. 8, 1931. 
14 Nachr. d. Ges. d. Wiss. Géttingen, H. 2, 1927. 











250 F. Holtz, F. Laquer, H. Kreitmair u. T. Moll: 


fluBten gerechnet werden. Da keine Vorbehandlung nétig und die Versuchs- 
dauer kurz ist, fallt die Priifung in das rachitisempfindliche Alter der Tiere. 
Die Réntgenmethode ist objektiver als der Linetest, womit wir uns in 
Ubereinstimmung mit den oben genannten Autoren befinden. Es geniigt 
eine einmalige Réntgenaufnahme am SchluB des Versuchs. Der Einwand 
ist gegen die Methode erhoben worden, daB man nicht weiB, ob auch alle 
rachitogen ernéhrten Tiere tatséchlich erkranken; dieser Fehler 14Bt sich 
aber, wie wir zeigen werden, leicht vermeiden. AuBer in den genannten 
Laboratorien wird die prophylaktische Methode von Demole (a. a. O.), 
Avellar de Loureiro’ u. a. empfohlen. 

Wir wollen der Beschreibung unserer Methode vorausschicken, 
daB sie sehr exakte Werte liefert, vorausgsetzt, daB man sich in allen 
Punkten, auch wenn diese zunachst weniger wichtig scheinen, genau 
an die Vorschrift halt, die von uns an Hand eines umfangreichen Tier- 


materials festgelegt wurde. 
2. Die prophylaktische Réntgenmethode. 

a) Zuchttiere. Zur Gewahrleistung einer méglichst gleichmaBigen 
Reaktionsfahigkeit der Tiere ist die Verwendung selbstgezogener Ratten 
unbedingte Voraussetzung. Die Zuchttiere bekommen etwa folgendes 
Futter, auf dessen Zusammensetzung es weniger ankommt, wenn es 
nur geniigend reich ist an Kalorien und Vitaminen. So verfiittern wir 
beispielsweise in Darmstadt: 5 Teile Maisschrot, 10 Teile Weizen, 
8 Teile Milch, 4 Teile Hafer, 5 Teile Brot, 0,025 Teile Calcium carbonicum, 
0,06 Teile Natriumchlorid mit taglichem Zulagewechsel an Gemiise, 
Fleisch, Riiben, Casein 0,4 Teile oder Reis 2 Teile; und in Géttingen: 
auf 4 Teile Reis 1 Teil Flei$chmehl, in Wasser weich gekocht. Dazu 
1 Teil Weizenschrot + 1 Teil Maisschrot. Ein Léffel Bierhefe, 200 g 
Natriumchlorid, 200g Salzgemisch (Mc. Collum), dazu wéchentlich 
zweimal rohe Méhren und taglich Roggen nach Belieben. 

Um eine Verunreinigung des Trinkwassers durch Exkremente 
der Tiere sicher zu vermeiden, werden glaserne Trinkflaschen benutzt. 

Die Weibchen la8t man etwa dreimal jahrlich decken, indem man 
mehrere derselben (etwa sechs) mit einem Bock zusammenbringt. 
Etwa eine Woche vor der erwarteten Niederkunft werden die Trachtigen 
einzeln in blechbeschlagene Holzkafige oder in geriumige Glaskafige 
auf Hobelspane oder Torfmull gesetzt. Hier werfen sie etwa 3 Wochen 
nach der Empfangnis 2 bis 14, in der Regel etwa 6 bis 8 Junge. In 
Gottingen ist es iiblich, jeder Mutter 8 Junge zu geben. Die Muttertiere 
erhalten wahrend der Schwangerschaft und der Lactation keine von der 
Norm abweichende Diat. In den Wintermonaten besteht nach unseren 
Erfahrungen eine geringere Fruchtbarkeit. 

b) Einteilung und Haltung der Tiere. Im Alter von 4 bis 6 Wochen, 
in welchem die Ratten ein Gewicht von 33 bis 45 g haben, werden sie 


1 C. r. Soe. Biol. 102, 201, 1929. 
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fiir die Priifung in Serien von je 10 bis 12 Tieren eingeteilt, und zwar so, 
daB in jeder Serie mindestens ein Tier aus jedem einzelnen Wurf ent- 
halten ist. Fiir eine Dosis sind mindestens 10 Tiere erforderlich; ver- 
wendet man weniger, so leidet darunter die Genauigkeit. Die erste 
Serie dient. als Kontrollversuch, die itibrigen erhalten die zu unter- 
suchende Substanz in verschiedenen abgestuften Dosen. Jedes Tier 
wird gewogen und dann in einen Einzelkafig -gesetzt (am besten aus 
Glas mit Drahtdeckel), der als Unterlage einen weitmaschigen Drahtrost 
oder auch nur Torf enthalt. Die Versuche werden fortlaufend numeriert. 
Die Tiere werden durch die Nummer des Versuchs und des Glases, 
ferner durch ihre Farbe, durch das Geschlecht und durch Stutzen des 
Ohres gekennzeichnet. Vgl. die Protokolle 8S. 259 bis 263. GréBte Sauber- 
keit ist Bedingung, die Glaser sollen jeden zweiten Tag in einem be- 
sonderen Spiilraum gereinigt werden. Die Kafige mit den Versuchs- 
tieren stehen auf Regalen in verdunkeltem und gut ventiliertem 
Raume bei einer méglichst konstanten Temperatur von 20 bis 22° C. 
Die Versuchsraume diirfen nur zur antirachitischen Wertbestimmung 
benutzt werden. Die Tiere sollen sich erst an das Alleinsein und den 
Wechsel des Futters gewéhnen, bevor man mit der Verabreichung 
der Praparate beginnt. An den ersten beiden Tagen nehmen sie namlich 
in der Regel an Gewicht ab. Am dritten Tage kann dann mit dem 
Versuch begonnen werden. Als rachitogene Kost dient die Mc. Collum- 


Diat Nr. 3143, die folgendermaBen bereitet wird: 


33 Teile Maisschrot, 
33 ., Weizenschrot, 
15 ,,  Weizenkleber (mit Alkohol extrahiert), 


3 ,, Calcium carbon., 

1 Teil Natriumchlorid 

werden sorgfaltig mit 15 Teilen in heiBem Wasser aufgeléster Gelatine ver- 
mischt. Die Masse wird sodann in eine mit kaltem Wasser ausgespiilte 
Schale gegossen und nach dem Erkalten in Wiirfel geschnitten. Das Trink- 
wasser befindet sich in ahnlichen Saugflaschchen wie bei den Zuchttieren. 


c) Verabreichung der Priparate. Die einzelnen Dosen des zu 
priifenden Praparats sind in kontrolliertem (auf antirachitische Un- 
wirksamkeit gepriiftem) Sesam6l oder gereinigtem Sojaél in der Weise 
enthalten, daB eine Tagesdosis jeweils 0,1 ccm betrigt. Bei der Her- 
stellung der Verdiinnungen muB sehr sorgfaltig vorgegangen und vor 
allem langere Zeit (mindestens 15 Minuten) durchmischt werden. 
Die Verabreichung der einzelnen Dosen geschieht so, dab nach Fest- 
stellung der Identitat des Tieres durch Vergleich mit dem Protokoll mit 
Hilfe einer reinen, geeichten 1 ccm-Pipette genau 0,1 ccm dem Tier in das 
gedffnete Maul getraufelt wird. Fiir jede Dosis muB eine neue Pipette 
genommen werden. Sie wird nach dem Gebrauch nacheinander in 
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Benzin, Alkohol und Chromschwefelséure gereinigt, mit Wasser gespiilt, 
in Alkohol gebracht und schlieBlich mit Saugluft getrocknet. Peinliche 
Sauberkeit ist unbedingte Voraussetzung fiir einen exakten Versuchs- 
verlauf. Die Kontrolltiere erhalten auf dieselbe Weise 0,1 ccm des 
gleichen Ols, das zu den Verdiinnungen benutzt wurde. - Die Dosen 
werden 14mal gegeben, und zwar taglich vormittags einmal vor der 
Fiitterung. Anstatt der Sonntagsdosis kann man am Sonnabend nach- 
mittags eine zweite Verabreichung vornehmen. 

Nach unseren Erfahrungen ist eine exakte Dosierung von groBer 
Bedeutung fiir den Versuchsverlauf. In Amerika halt man es fiir besser, 
die jeweiligen Dosen des Praéparats dem Futter beizumischen, auf Grund 
der Hypothese, daB die zur Kompensierung des Calciumiiberschusses not- 
wendige Vitaminmenge abhaéngt von der Menge des gefressenen Futters 
(Bills und Mitarbeiter, a. a.O.). Diese Annahme ist durch nichts bewiesen, 
vielmehr ist es wahrscheinlich, da8 das Calcium-Phosphorverhaltnis wichtiger 
ist als die absolute Menge des Calciumiiberschusses. Die genannten Autoren 
erkennen dies auch an und kommen zu dem SchluB, daB, soweit die Ge- 
nauigkeit des Linetests in Frage kommt, es gleichgiiltig ist, ob das Vitamin 
in die Diaét gemischt wird, oder getrennt per os gegeben wird, da die Fehler 
beider Verfahren wahrscheinlich von annéhernd gleicher GréBe sind. Wenn 
man aber iiberlegt, wie schwierig es ist, das im Verlauf von 24 Stunden 
aufgenommene Futter, dessen Reste meistens zerkriimelt oder verschmutzt 
sind, zuriickzuwiegen, wobei man weiter keinen Anhaltspunkt fiir die 
Menge der verdunsteten Fliissigkeit hat, und dann aus dem Gewicht des 
wirklich gefressenen Futters den mitaufgenommenen Vitamingehalt zu 
berechnen, so wird es wohl kaum zweifelhaft sein, welchem Verfahren der 
kleinere Fehler anhaftet. Auch das Memorandum des Medical Research 
Council vom 29. September 1930 ist der Ansicht, daB jede Dosis direkt und 
getrennt, nicht unter das Futter gemischt, verabreicht werden soll. 

d) Diagnosestellung und Bewertung der Ergebnisse. Die Réntgen- 
aufnahme der Tiere erfolgt am Tage nach der 14. Verabreichung. Vor 
der Aufnahme wird jedes Tier gewogen und das Gewicht notiert. Die 
Ratten werden nach dem Protokoll aus dem Glas genommen, die 
Zeichen kontrolliert, dann werden sie an Schwanz und Nackenhaut 
gehalten. Eine zweite Person legt eine vorbereitete Schlinge um jedes 
FuBgelenk und spannt das Tier auf ein Holzbrettchen. Eine Narkose 
ist nicht unbedingt nétig. In Géttingen und Elberfeld werden jedoch 
simtliche Tiere fiir die Réntgenaufnahme mit Ather betaubt und 
wahrend der Aufnahme nur an den Hinterpfoten so fixiert, dab auf 
der Platte Fibula und Tibia nebeneinander zu liegen kommen. Zwischen 
Brett und Tier wird ein Réntgenfilm 9 x 12 cm, darunter eine Bleiplatte 
geschoben. Die Filme kann man durch mitbelichtete Metallschablonen 
oder durch Lochen nummerieren. Die Aufnahmen miissen jeweils 
unter den gleichen Bedingungen vorgenommen werden. 


Bei der Diagnosestellung aus dem Réntgenbild ist zu beachten: 
die Kontrolltiere miissen stark rachitische Knochenverainderungen auf- 

















Zur Kenntnis des Vitamins D. I. 253 


weisen (Epiphysenspalte des Unterschenkels mindestens ] mm breit). Der 
Einfachheit halber notiert man die Diagnose durch Zeichen, und zwar 
bedeutet + Rachitis, — keine Rachitis (= geschiitzt) und ? diejenigen 
Tiere, bei denen eine genaue Entscheidung ausgeschlossen ist. Um 
MiBverstandnisse zu vermeiden, sei hier bemerkt, daB der eine von uns 
(Holtz) mit + Rachitisschutz und mit — Rachitiserkrankung bezeichnete, 
und da8 daher in den zahlreichen Veréffentlichungen, die unter 
Benutzung der beschriebenen prophylaktischen Methode von Windaus, 
Holtz und Mitarbeitern aus dem Géttinger Chemischen Laboratorium 
erschienen sind, diese umgekehrte Bezeichnung gebraucht wurde. 
Geschiitzt ist ein Tier, wenn kein Unterschied gegeniiber normal er- 
nahrten vorhanden ist, d.h. wenn alle Knorpelknochengrenzen gut 
verkalkt sind. Der Epiphysenspalt darf nur als ganz feine Linie an- 
gedeutet sein, oder als scharf begrenzter schmaler Strich mit vdllig 
parallelen (im Negativ) hellen Randern. Als antirachitische Grenzdosis 
bezeichnen wir diejenige, die mindestens 80°,, wenigstens aber 8 von 
10 Tieren, vor der Rachitis vollkommen schiitzt. 

Bei der Bewertung der Ergebnisse ist auBerdem ein Punkt noch 
ganz besonders zu beachten, das ist das gute Gedeihen der Tiere wahrend 
des Versuchs. Wenn geschiitzte Tiere aus irgendeinem Grunde wahrend 
der 14tagigen Versuchsdauer an Gewicht verloren oder weniger als 
5 g zugenommen haben, kénnen sie nicht bewertet werden, da derartige 
Tiere in den meisten Fallen tberhaupt keine, oder héchstens geringe 
von der Norm abweichende Knochenverinderungen’ haben. Diese 
Beobachtung, die auch von anderen Forschern beschrieben wurde, 
z. B. von Bills, Honeywell, Wirik und Nussmeier (a. a.O) und Coward 
und Cambden', ist von auBerordentlicher Wichtigkeit. Wenn man 
die Protokolle von Vitamin D-Auswertungen durchliest, st68t man 
immer wieder auf diese Tatsache. Als Beispiel mége nachstehende 
Tabelle dienen. 

Aus diesem Grunde verlangen wir, daB ein Versuchstier in der 
l4tagigen Versuchsperiode mindestens 5g an Gewicht zugenommen 
haben mub. Untergewichtige Ratten werden nicht gewertet. Eine 
Dosis, bei der wegen Untergewichtigkeit oder Tod mehrere Tiere aus- 
fallen, muB wiederholt werden. In der Regel wird man, wenn man die 
Tiere bei konstanter optimaler Temperatur halt, eine Gewichtszunahme 
um durchschnittlich 10 bis 15 g finden. Falls aus irgendwelchen Griinden 
bei der Mehrzahl der Tiere eine ungeniigende Gewichtszunahme vorliegt, 
kann man der Mc. Collum-Kost eine geringe Menge Vitamin A in Form 
von etwas Milch zusetzen, ohne da®B nach unseren Erfahrungen eine 
Stérung der exakten Versuchsergebnisse durch einen eventuellen 


1 Quat. Journ. of Pharm. 2, 44, 1929. 
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EinfluB der Gewichtszunahme auf die Rachitis. 
Reine. Mc Collum-Diat 
ee Unwirksame Dosen Kontrollen “ 
Anfangs- End- Unter- Anfangs-| End- Unter- 
gewicht | gewicht  schied | Diagnose| gewicht | gewicht schied Diagnose 
Nr. 4 ie 4 | g “ ~ | 
828 40 40 0 = 40 48 + 8 + 
33 40 + 7 + 40 47 + 7 + 
36 43 + 7 + 37 47 + 10 a 
Br 42 + 8 + 33 27 — 6 — 
34 37 + 3 + 44 48 + 4 
35 43 + 8 + 40 47 + 7 + 
329 35 42 7 + 36 44 + 8 + 
36 47 + 11 a 38 48 +10) + 
36 36 0 _— 39 39 0 - 
32 38 + 6 + 40 44 +4) + 
33 34 + 1 —- 36 43 + 7 + 
327 42 52 +10 + 34 39 + 5 + 
38 51 | «418 32 ee 2 oe 
37 34 — 8 — 33 37 + 4 + 
42 53 +11 + 36 ad + 8 + 
34 48 + 14 os 35 46 + 11 + 
« 326 34 43 + 9 + 42 52 +10 + 
36 43 + 7 + 45 63 +18 + 
45 42 — 8 — 42 63 +19 + 
38 82 — 6 _— 42 35 — 7 — 
42 57 + 15 + 42 62 + 20 + 
36 46 +10 + 35 43 + 8 + 
44 54 +10 + 38 51 +13 + 
42 47 + 5 + 38 59 +12 + 
42 39 — 3 _ 40 45 + 5 + 
44 42 — 2 — 42 52 + 10 oa 
37 42 + 5 + 38 40 + 2 ? 
324 38 42 + 4 ? 37 47 +10 |; + 
42 58 + 16 + 37 50 + 13 bw 
36 99 1 +38) ? 34 41 +7) + 
40 39 — 1 _— 34 29 -—- 6} - 
45 58 +138 + 34 25 —9|} — 
39 50 | +11) + 35 7 1} +32] - 
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Vitamin D-Gehalt der Milch zu befiirchten ist, was durch umfangreiche 
arallelversuche festgestellt wurde. 

e) Absolute Fehlerbreite und relative Genauigkeit der Methode. Es 
ist wichtig, zu wissen, mit welchem Grad der Genauigkeit die Methode 
im Einzelversuch arbeitet, d.h. mit welchem Dosenabstand noch 
einwandfreie Unterschiede ohne gegenseitige Uberschneidung der Werte 
und eine 80°,ige Schutzwirkung festgestellt werden kann. Man kann 
ohne weiteres (wir befinden uns hier in Ubereinstimmung mit Avellar de 
Loureiro (a.a.O.), in geometrischer Reihe dosieren, z. B. 0,025, 0,05, 
0,1 y. Dadurch erhalt man einen theoretischen Fehler von — 50% 
im Maximum. Scheunert und Schieblich (a.a.O.) konnten noch die 
Wirksamkeit zwischen 0,3 und 0,4 y unterscheiden. DaB tatsichlich 
die Fehlerbreite noch unter -+ 25°, liegen kann, geht aus folgenden 
Beispielen zweier Versuchsprotokolle hervor: 





Nr. 1160. 








Tagesdosis iny ... 0,09 0,08 0,07 0,06 
Rachitisch. . . .. — _ 1 4 
 . iia a _— — 2 1 
Geechiitzt ...... 10 9 7 4 
Nicht gewertet. . . . — 1 — 1 
Geschiitzt .... % 100 90 70 40 
Der antirachitische Grenzwert liegt zwischen 0,07 und 0,08 y. 
K. W. 52°. 
Tagesdosis iny ... 0,04 0,03 0,02 0,01 
Reames. es _ 2 6 16 
i a — 4 6 4 
Geschitzt...... |i 10 14 8 _ 
Geschiitzt. . . . % 100 re. 40 | — 


Der antirachitische Grenzwert liegt zwischen 0,03 und 0,04 y. 


Auch einige weitere Protokolle, in denen der Dosenabstand etwas 
gréBer gewahlt ist, zeigen, mit welcher Scharfe die Grenzdosis ermittelt 
werden kann. Die Beispiele sind willkiirlich herausgegriffen und kénnten 
beliebig fortgesetzt werden. 





W. 2B. 41*. 
Tagesdosis iny .. . 0,075 0,06 0,04 
Rachitisch. ..... — 3 
Fraglich ae P — — 3 
Getentist .. ue . .« 10 10 + 
Geschitzt.... % 100 100 40 


Der antirachitische Grenzwert liegt bei 0,06 y. 


* Vgl. Holtz u. Schreiber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 191, 1, 1930. 
































Zur Kenntnis des Vitamins D. I. 257 
W. B. 22* 

Tagesdosis in y ... 0,1 0,03 0,01 0,0075 
Mechitiegh. ..<:.. — _ 4 6 
Fraglich pity Ze 2 -- 2 3 + 
Geschiittzt. . . . . ._ 10 8 3 — 
Geschitst .... % 100 80 30 

Der antirachitische Grenzwert liegt bei 0,03 y. 

Nr. 1090. 

Tagesdosis iny .. . 0,15 0,08 0,05 0,03 
Rachitisch. . .... — : 2 4 
Fraglich te gles = 2 2 6 
ee ae 10 8 6 -- 
Geschiitzt .... % 100 80 60 — 

Der antirachitische Grenzwert liegt bei 0,08 y. 

Nr. 1091. 

Tagesdosis in y 0,15 0,08 0,05 0,03 
Recon. ios 5. _— _ 4 5 
ae — —- 3 4 
ae Oe Sa co 3 1 
Geschitzt .... % 100 100 30 10 

Der antirachitische Grenzwert liegt bei 0,08 y. 

Nr. D 2090. 

Tagesdosis in y $445 0,08 0,04 0,02 0,01 
Racbitiegh. ..... 1 — 7 9 
. .. > re — 5 1 1 
Geemtitst’. .. 8 5 2 1 
Nicht gewertet ... 1 —_ _ - 
Geschitzt .... % 88 50 20 0 

Der antirachitische Grenzwert liegt bei 0,08 y. 

Nr. 1097. 

Tagesdosis iny ... 0,1 0,05 0,02 
Reenttioghn... «1 - — 1 4 
Fraglich Slee ince ieee - 1 4 
Geschitzt ...... 10 8 2 
Geschitzt ....% 100 80 20 


Der antirachitische Grenzwert liegt bei 0,05 ». 


Man ist demnach durch die Verwendung verschiedener abgestufter 


Dosen in der Lage, den absoluten antirachitischen Grenzwert eines 
Vitamin D-Praparats zu bestimmen. Zur Priifung der Frage, ob dieser 
absolute Grenzwert bei wiederholter Priifung des gleichen Praparats 
zu verschiedenen Zeiten wieder gefunden wird, haben wir seit mehr 
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als 2 Jahren ein bestimmtes bestrahltes Ergosterin, das wir als ,,Kontroll- 
praparat‘‘ bezeichnen, in Absténden von wenigen Wochen wiederholt 
gepriift und gefunden, da dieser nicht immer der gleiche ist. Die 
Schwankungen fallen nicht mehr in die Fehlerbreite der Methode. Das 
Gesamtbild des Versuchs andert sich dabei nicht und Uberschneidungen 
in dem an der Grenze liegenden Dosenbereich kommen nicht vor; es 
verschiebt sich lediglich der absolute Grenzwert. Seit Februar 1929 bis 
heute, also in 28 Monaten, fanden wir bei 37 Priifungen unseres Kontroll- 
praparats 30mal den Grenzwert im Bereich der Dosen 0,25 und 0,05 y 
liegend ; siebenmal waren etwas gréBere Abweichungen vorhanden; es 
war uns dies ein Hinweis auf eine Stérung des Versuchsverlaufs, weshalb 
die zur gleichen Zeit gepriiften Bestrahlungsprodukte unbekannten 
Vitamingehalts nochmals gepriift wurden. Eine Veranderlichkeit des 
Kontrollpraparats ist als Erklarung fiir diese Variationen auszuschlieBen, 
da dann die Grenzdosis allmahlich gréBer werden miiBte. Die Ursache 
ist vielmehr die schwankende Reaktionsfahigkeit des tierischen Test- 
objekts bzw. nicht beherrschbare Momente, mit denen man bei allen 
pharmakologischen Wertbestimmungsmethoden zu rechnen hat. 

Das Accessory Food Factors Comitee hat sich sehr eingehend mit 
dieser Frage befaBt und kam wie wir zu dem Ergebnis, dab trotz Ein- 
haltung der gleichen Bedingungen die Empfindlichkeit der Ratten gegen- 
iiber dem Vitamin D in bestinmten Grenzen variiert. Aus diesem Grunde 
hat das Medical Research Council die Mitpriifung eines Standard- 
praparats empfohlen und ein unter besonderen Bedingungen bestrahltes 
und aufbewahrtes Ergosterin zur Verfiigung gestellt. Voraussetzung 
fiir ein Standardpraparat ist seine Stabilitat. Nach den Erfahrungen 
mit unserem Kontrollpraparat glauben wir, daB diese Bedingung 
erfiillt werden kann, wenn man es in éliger Lésung aufbewahrt; denn 
dieses, vor mehr als 2 Jahren in einer ausreichenden Menge durch Queck- 
silberbestrahlung von Ergosterin hergestellt, hat bis heute nichts an 
seiner Wirksamkeit verloren. Derartige Kontrollpraparate, die sich 
jeder selbst schaffen kann, sollten an einem Standard geeicht sein, der 
seine Entstehung internationalen wissenschaftlichen Vereinbarungen 
verdankt. An diesem Standard kann die Wirkungsstarke eines Vita- 
min D-Praiparats gemessen werden, indem sich die ,,Einheit‘‘, gleich- 
giltig welche Auswertungsmethode man anwendet (wenn sie nur ge- 
niigend zuverlassig ist), aus dem Verhaltnis zu dem Wirkungswert des 
gleichzeitig mitgepriiften Kontrollpraparats ergibt. 

Um zu zeigen, wie sich die Wertbestimmung von Vitamin D- 
Praparaten unbestimmter Wirksamkeit unter Benutzung unserer 
prophylaktischen Methode und eines derartigen Kontrollpraparats 
gestaltet, werden wir die Untersuchungsprotokolle von zwei unbekannten 
Vitamin D-Praparaten als Reispiel anfiihren. 








Kontrollen. 


Protokoll Nr. 1160. 


V. D-Kontrollprdparat. 














uueuUl ‘juueBeUl ‘u EG TOM “[qQtom 
= ‘4Zgngse7 I4Q) Seqyoeld giom ‘I'M ‘SOMUTL TOM "[ (MA “¢TtOmM "M SZAIRMUOS “MUS | FUNIBPYIOUeYole7 

Yow 4 . 

nN . - " m (—) oe es0u DRI] 
a €1I + cl a al + (9 ) LI-+ Zo 7 Cc 0Z Zt * * Pel POs, UNBPYOIMAa+) 
8¢ LY GG LY 6¢ Ig 8¢ LY 9G 8¢ ct rot ss gipimes pur] 
98 rE LE og 6€ vE 9€ GF 9 LE "5 * qqQormesesunjuy 
geez ROE 808 GZLI LESE £922 ROE GZLI Lece’ E9E7 [SOJINM SOP “IN 
“1qtomM “1qTOmM “1q18M *[qrem "1q10 mM “juuRU *[auyU *juuRUt [qtom juuyul oe qoser) 

a “a” “MOS “* “MqOS oe a a ae “1° se 10m so : Sunuyslezeg 

_ 08 62 az iF 4 9% % vz 8% zz 1z U 7IN 

- ‘4 g0'O sIsog 

L 

= oa oa * ome _ at a - — PE Ses Cen 

] Wr cI + ST +. 61 + gi+ OI + cI + 6 7 6 7 €3Z 7 " *  pelqos.s1ajzUNs} Yor mas) 

> 9F 1g ge Lg 6F cP €¢ 9F CY 6g st fs * gyoimedspuy 

~ cE 9€ Lg 8& 9€ cg 8€ LE 9¢ 9€ "ct * FVprMesssanjpay 

A ogee, 8708 gece ROPE 8208 Colt 8208 80F8 SORE CLI *SOjJ0A\ SOP “IN 

‘a *"1QTOM *juuyM “1qtem “1qT8M *[qQTOM *[uuRUT *[auyul *|uuRUI *UUR UI BU LCRA : poe[Yoser) 

~ “* “MqOS “mM “MUS i on a oe “17M oe “* | “MOS : Sunuyorezeg 

a 0% 61 81 Li 91 cI Lal €1 ral It : aN 

< 

ty ‘4 60° SISOq - 

” + + + + + + + + | + | °° ** * * * csouteg 
st + qt + £4 gt + . + oo + ae + to + +i LT + | * ° perqosrezuns}qormory 
9G g¢ 8F 9 6|| 6 6 29 69 8¢ Lg lg ||} * * * * * * 4qormespury 
88 8§ 1S 4 cE cg OF LE 9€ 9€ OF "+ * gyormessZuvjuy 
gece 8Z0t 8OFE GZLI OBEE 0S0Z LE6Z 0618 76% OFF :SOJINM Sep “IN 

*juURU *1QTOM “1q10mM “TqTOM *1QTOM *}uUyUL *jUUR UI *juuRU *juUyU “"1qTemM : }We[yosenH 
“” “MOS nN “MS “* “MOS ‘1° ae. 17M ses : Zunayolezeg 
ol 6 ~ L i) g ¥ € Zz I :aN 





‘usTOIQUOY, «= “OOTT “4N oyowo4g = ‘wandnadpyouuoy-q ‘A 






reitmair u. T. Moll: 


F. Holtz, F. Laquer, H. 


260 

















ao 4 aa + + + + + i- + Anatideni Mic 
91 + 0% + FI + gI+ g§ + cI + GI + ZI + g- 6 + * * perposseyunsy qoimer) 
Og 9g 8P rg ab SF Lg 6F OF GF Fs es sored puyy 
rg 9g rg 9g rE eg ar lg oP 9g "+ * qgomessZuujuy 
8GCZ 0987 0608 Slzz SOLE eggs LELZ orol LE9Z 8R6Z : SODA SOP “IN 
“110M *[uoRU “1qTOM *dugu *“1qtom “TqQ19M *juuRU *1qtom *1qQTOM *1qQTOM : Pye [YOsSes) 
“M “MUS "I'M a oe. “aA “MIS “* “MOS “” “MOS : Sunuyolezeg 
ol 6 8 L 9 ¢ t £ z I : “IN 
UusTOIQUOY, “EFIT 4N p0yoI04q = "wavdnsgd-d ‘A 
— — (—) — é + - + +: et er se 
W+ ¢ + (Z +) L + gt + gt + gs + gt + tT + 91 + | © * perqossezuns;qormor) 
2g ad OF If 6F +g ce 6|~ClCG gg wm 0 tt FYoLmes pug 
If 6g 8§ rg 98 9¢ 4g | 68 8g "+ * guyotmessZugyay 
Goce S80FE GZLI OSes LE6z O6TE LPO OFFZ O88E 0C0Z | : SORIA sop “AN : Aa A, 
“juUGRU *jauRUL *[UURU *juuRU *1q10m “1q19M “[Q10M “uuu “1QIOM *juugu : yqvel[qoser) 
ma “MOS “2° MA “1° “5 °m Ts ‘2 °m TM “1°M ee : Sunuyolezeg 
os 6F RF Lt oF cr ad er aa lt > “IN 
‘4 900 SISOG 
.% ers an a 2 yer é a aaa _~— 1 ie Sat “2 es0usBi(] 
9% + LI + 0% + 01+ LI + ¢ + gt + g + 9 + OT + | * * peryosse;unsyyormos 
+9 ug 8¢ oF ug gF 6F Ir oF Ta See * yor medpury 
8& OF 8g 9g OF 8g 9¢ 9g OF GP "8 8% gyOLMessZusyay 
_ OG ZP6Z Lece 9EZS OBES 0S0Z LSE £9Z OS8e 0S0Z | ‘SOHN SOP “AN 
‘judg *juUyU “1QTOM ‘(UTR *uugUT *juaRU *[auyU *juURUI *1QTOM a i : gqoo[qosen) 
‘2 °m in “* “MOS “* “MUS “a “MOS “M “MgoOs | : Sunuyo1ezeg 
OF 68 8 Le 98 cE tt ee Ee Té : IN 





4 10°0 stsoq 























- 4 Z a a + é a ied Eh, BY cate * gsouseyy] 
a 8 + 16+ gi + gi + 0% + gt + 0% + 91 + gl 4 + | ° * paryossoyunszyormery 
cr gg Lg Ig Fo 3g Lg 0g LY 19 "tt 8 * gyornes pag 
LE GE (aa 8§ ad 8 LE i ve LE " * * gyotmetsZugjuy 
ODRZ LEZe 662% LELZ Soee 0608 +98 O98Z 8ocZ 098% ‘SONA SOP “IN 
*juuyu juugu *jaugu ‘juuRUu ‘augur *jaagu *juugu “1q1om "1qQtom *1qtom : }YVO]qose4) 
“aA MYos “* “MOS “* “MOS mY “MqOs a “Mos : Zunuyolezeg 
OF 68 | St Le 98 ce | +e &8 (a3 It ‘IN 
al / 
. ‘“ [T0°O stsocqy 
~~ 
“ é + +4. —~ é é é } —_— -- Ree 
& 61 + + + si + si + ¢Z + bi. tI + | 12+ S-+ * *  POrYOs1o}UNsS}GOIMIF) 
2 09 29 99 cg og ¥9 Lg SP 09 LY sts 8 * gyoumespury 
i If 8¢ oF Lg ¥E Iv OF ¥E 6¢ cg 8% yapLMozisZunyuy 
£ $98 gece SOeE £122 0608 0982 CCZ £98 Begg, > SOJIN AM SOP “IN 
v “1q1oM *juuRU *juaRul *[qt0m “juURU *1qtom *1qtomM *juuRU *juuyUL *jaugUL : qoe|Yosep 
4 i ae ie “2° se “2° a “a “MUS “a “MOS : #unuyotezeg 
F oe 6% | 8% 5 4 9% G ¥z €% ard Iz : “IN 
2 ‘4 ZOO SIsog 
3 ~ —_ — — é — - — - "re ee & * See 
N 1+ i+ 8 + vi + i + 13+ 9 + @..+ 8 + vi + * * pel osso;Uns, qormary 


8P ad oF cg oP 8¢ OF 68 OF G¢ se 5 ss * yporMespuyy 

LE | $8 rE IF og Lg ¥E ¥§ GE 1? "7 7 * gysrmedsSueyuy 
LS9Z 8862 899% 0608 S12z SOeE LELZ 692% | LEZE F98 + SOHINM SOP “IN 
‘uuu “1q1om *juuyUn *jUMR UL *juuRUL *juuRUL *juagU ‘[qtom *uugUL *juUuRUI : }YooTYosen 
* *MYOS “* “AAS “i “MOS ‘2° oe - a7 2 : Sunuyojezog 
0% 6I sl Li ot SI ial eI él ia! > "IN 





‘4 GOO SIsOg 









me ae ale ee ¢ © © © © * ggouSeia 


F. Holtz, F. Laquer, H. Kreitmair u. T. Moll: 


262 


Go 





gl 4 





aie esouseic] 








Ol + tI + Lit 12+ gt 4 It + 12+ 91+ | * * perqossezuns;yormos 
= - — —— — — —|t 
8g tg SF +g 19 zg lt SP 09 — ee * syormes pug 
98 ee 2 f le | OF 9g rE 1g 68 8§ | °° * * WermezsZavjuy 
Tole 9st ZI cet 2902 CIlé org 8k62Z 9cIe 6SeE | :SOJIN AM SOP “AN 
“juUuyU *]qTOM *1QTOM *1QTOM *[q1OM *1QTOM *1q1OM “‘juuRU “(uuu "1qTOM : yqQVe[qoseny) 
“IM ioe “” “MOS "AA “MOS “A “MYOS “a “MIOS : Sunuyo1ezeg 
0% 61 8T LI 9I cI } tI eI Zl It | aN 
‘4 GQ‘O stsog 
4 4 + sf rt + | + of + | ee 
4 0@ + ct 4 aI 4 8+ sI+} 06+ gt + gt + r+ * paryos1ayUNs} YOI Mary 
#9 g¢ a og og =|”) 09 0g rae 0g sot ss * ggornespugy 
OF 8¢ Lg 8g ar 9€ OF rE 9g 98 ‘ * * 9yotmesssueyay 
LOZE cell 2902 C1lZ : £261 OCs | ole | 9g F718 6SEE ‘SajIn WY Sep “IN 
*jauRU *juuRU *juuyU *1qTOM *[uuyu 1910" ‘uugm@ =| (qm | “TqTOM ‘aug | : PeTqoseny 
‘I'M so “/ “MOS “A “MIOS ‘2° “| °aA | “MA “MyOS | : Sunuyolezeg 
or 6 8 L 9 ¢ 7 £ | z \ MIN 
“us| [O1}U0y “eCcTT “AN 1]04%O0VOL TI “wwavdnasd -G “A 
t é t + + t ae i + + I 
1+ mI 4 9% + mI + 02 + Tr + st+ |] t+ 0@ + 9I+ | * * perqossezunsyyormor 
g¢ St 29 SF iat Hh SF nn J eg ss fs 8 * qyoLMespug 
1g rt 9g *E +E rE cE ce | 2 Lg ‘8 * QqotmessZunjyay 
r98 0987 LEZE 6627 aese O9RZ 0608 | £12 0608 E1zz + SODA SOP “AN 
‘juayur “1q10M “juugU *1qT8M [qram BCLCE A *juaRu “juugu “[QTOM *jaugut > yqoa]qosen) 
“* “MOS “aM a a “T° soe “5 °m aoe. “1M oo, : Junuyolezegq 
o¢ 6F 8F uy 9F cr tt eF a If 


: “IN 





“4 G00'O SISOq 




































2 é : é 3 + { _ é éQ é + Sot ae > eerie 
nN 61 + or-4 ra a gz + Li + 91 + 9+ qt + gt + 6+ ‘ * peryosse7UNs,yOUNer) 
g¢ cr 9F cy 9S ra GF oo 67 LY sc os ss * qyotmespuy 
9¢ cg rE GP 6 9¢ 9 1g rE RE "ss * qyormedssugjyay 
D 
L628 PZ1E £261 6SEE CIlzZ | S261 CoCr tole *SOJIN AA SOP “IN am 
“1qT8M *jauyU *juUyUT *juuRUI *"1q10M | *[uuyU *1q18M [qian - ooTYosep 
“1° TM “a “MqOs MA “MOS “aA “MOS : BSunayoezeg 
oc St 2 oF oF tt et rad IF "IN 
” aE 
: ‘4 G00'O SISOd 
an) 
me 4 " as ol po é — a -_ + 6 Ss fe ae. Ss esousBi(] 
& | ie LI 9I + Lt+ 61T > 8 + $2 + r+ | ie te + * *  PerYOsI9ZUNS}YOUMIL) 
3 Ad Fg wg ¥¢ ¥g (aa *9 SP oP 09 sof ss * gqormespug 
5 Lg Lg 8§ Lg gg v8 If Lg cg 88 "7 + * qyornesssuujny 
g Cot Z90Z L6ZE Cet FElZ LOST 6988 ocr TO’ 9ETE *SOJIDM Sop “AN 
= *1Qq10M *[QTOM *‘juURUT *juuRU *1qQ19OM *"1Q1OM *‘juuyUT *juuRU *juuRUE ‘juuyuM 2 yypeTqosayy 
2 “So “i “| °"& "Ss °mM TM "= °A *[ “AA “= °m* “| ** "2 °M "1° :Zunuyolezeg 
OF q 68 RE Le | oF ct ban fe Ze 1g > "AN as 
g ys ; . ' 5 
. ‘4 100 sisog z 
is 3 
5 Pe — — =e na pa ! ene ae s ane . . . . . . . es0usBICT m 
N ¢T + 9T 4 gt + 1674 I+ eg + cI + LI + GG +t €Z + a poryosseyuns} Yor Mer) *E 
0g rg SF Lg 0g gL cg S. i e+ 6S cst ot ss quormespug 2 
LE 8 cg OF 9€ If OF I? Iv If "7 * * gyormesssueyuy = 
= a 
6SEE CLlé 7902 CELT L6ZE £261 Ole 6CEE PETZ LOST || ‘SONA SOP “IN ¢ 
*juURU ‘auyUL *[qTOM *1q10M “1q10M “"1q19M *juuyUT "1qQTOM “yuu *‘jUUyUI [gyal qosen | 
“2M i ao “* “MOS “aA “MOS “i “MOS “MA “MOS : Sunuyoezegq = 
0g 6z 82 LZ 9% GZ #% &% cz ita \| >IN = 
‘4 g0'O SIsod 
caresses candace maT cS snes 









e@ © anes 








264 F. Holtz, F. Laquer, H. Kreitmair u. T. Moll: 


Die antirachitische Aktivitét der drei angefiihrten Praparate ist 
demnach iibersichtlich dargestellt und in Prozenten der geschiitzten 
Tiere ausgedriickt : 


Nr. 1160 (Kontrollpraparat. ) 





Tagesdosis in y ... 0,09 0,08 0,07 0,06 
OS See — _ 1 4 
aa -- — 2 1 
Geechiitst ....«.. 10 9 7 4 
Nicht gewertetr .. . _— 1 - 1 
Geschitzt .... % 100 90 70 40 


Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,07 und 0,08 y. 


Nr. 1143. 








Tagesdosis iny ... 0,05 0,02 0,01 0,005 
Rachitisch. . .. . — 3 4 9 
. esse 1 4 3 1 
Gopemiiet 2 2. . sj 9 3 3 — 
Geschitzt .... % 90 30 30 = 

Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,02 und 0,05 y, 
néher bei 0,05 y. 

Nr. 1155. 

Tagesdosis iny .. . 0.05 0,03 0,01 0,005 
Rachitisch...... — — 1 2 
EN is as A _ — 2 6 
ae 10 10 7 2 
Geechittzt .... % 100 100 70 20 


Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,01 und 0,03 y. 


. Die wirksamen Grenzdosen der drei gleichzeitig gepriiften Praparate 
verhalten sich demnach etwa folgendermaBen: 


Kontrollpraparat 1160: V. D-Praparat 1143: V. D-Praparat 1155 
= 7,6: 4: 2, 
mit anderen Worten, V. D-Praparat 1143 ist etwa doppelt, 1155 fast 
viermal so stark wirksam als das Kontrollpraparat. 


f) Definition der biologischen Einheit nach der prophylaktischen 
Methode. Unter Zugrundelegung der eben beschriebenen Methode ist 
eine biologische oder eine Ratteneinheit definiert als diejenige Tages- 
dosis pro Tier eines das antirachitische Prinzip enthaltenden Praparats, 
die bei 14 maliger taglicher Verabreichung an Ratten im Anfangsgewicht 
von 33 bis 45 g, welche mit der Mc. Collum-Kost 3143 gefiittert werden, 
80°, oder mindestens 8 von 10 Versuchstieren vor der durch Réntgen- 
aufnahme festzustellenden Rachitis vollkommen schiitzt, wahrend 
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eine geringere Dosis diese Bedingungen nicht mehr erfillt. Besonderes 
Gewicht ist dabei auf das gute Gedeihen der Tiere zu legen, indem 
alle Ratten, die weniger als 5 g in der Versuchszeit zugenommen haben, 
nicht bewertet werden. Die lediglich mit der Verdiinnungsfliissigkeit 
(Sesam6l) behandelten Kontrolltiere miissen einwandfrei rachitisch sein. 
Wichtig ist die Relation gegeniiber dem Grenzwert des gleichzeitig 
mitgepriften Standardpraparats. 


B. Auswertung des Calcinosefaktors. 


Die Grundlage fiir den Nachweis des Calcinosefaktors bildet seine 
Giftwirkung bei Tieren. Wie von Pfannenstiel!, Kreitmair und Moll? 
und anschlieBend von zahlreichen anderen Autoren® gezeigt wurde, 
wirkt bestrahltes Ergosterin nach starker Uberdosierung giftig. Die 
Giftwirkung ist im wesentlichen dadurch gekennzeichnet, dab die damit 
behandelten Tiere unter Abmagerung und Gewichtsabnahme allmahlich 
eingehen und Kalk in den GefaéBen und Organen sich ablagert.  Fiir 
die Vergiftung sind die meisten Laboratoriumstiere empfanglich, 
jedoch ist die Empfindlichkeit der einzelnen Tierarten verschieden, 
und selbst die Individuen der gleichen Tierart zeigen nach Verabreichung 
gleicher Dosen erhebliche Schwankungen im zeitlichen Ablauf wie in 
der Schwere der Erkrankung. Die Gewichtsabnahme, der Tod der Tiere 
und die Verkalkung der Organe sind auch nicht konstant von der 
angewendeten Menge an bestrahltem Ergosterin abhangig, und keines 
der Erkrankungssymptome ist daher fiir sich allein zu einer quantitativen 
Auswertung des Calcinosefaktors geeignet. Erst aus dem Gesamtbild 
der Vergiftung bei mehreren Tieren fiir jede Dosis wird eine Abstufung 
der Giftwirkung nach der dargereichten Menge erkennbar, und es gelingt, 
eine kleinste, noch gerade giftig wirkende Dosis abzugrenzen (Gift- 
grenzdosis). 

Die von uns seit Jahren bei jedem hergestellten _ Bestrahlungs- 
produkt vorgenommene Bestimmung der Giftgrenzdosis erfolgt an 
Mausen. Diese sind leicht zu beschaffen und benétigen nur relativ 
kleine Mengen an bestrahltem Ergosterin, um schon nach kurzer Zeit 
Vergiftungserscheinungen zu zeigen. Sie erliegen ziemlich rasch der 
Vergiftung und haben gegeniiber der Ratte den Vorzug einer weit 
gréBeren Empfindlichkeit. 

Die Ermittlung der Giftgrenzdosis erfolgt in der Weise, daB eine 
Versuchsreihe mit vier bis fiinf abgestuften Dosen angesetzt wird und 





1 Klin. Wochenschr. Nr. 48, 8. 2310, 1927. 

2 Miinch. med. Wochenschr. Nr. 15, 8. 637, 1928. 

3 Literaturzusammenstellung in Mercks Jahresbericht 48, 284; Gydrqy, 
Behandlung und Verhiitung der Rachitis und Tetanie. Springer, 1929; 
E. Homann, Ergebn. d. ges. Med. 14, 365. 
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fiir jede Dosis mindestens vier Mause benutzt werden. Es kénnen mehr 
Mause eingesetzt werden, keinesfalls aber weniger. Die Abstufung der 
Dosen betrigt zweckmaBig 2; 1;0,5;0,2;0,1 mg usw. Der Dosenabstand 
ist bei dieser Reihe nicht gleichmaBig, jedoch hat sie den Vorzug, daB 
sie auf- und absteigend mit der gleichen Zahlenreihe fortgefiihrt werden 
kann. Der Beginn der Reihe wird so gewahlt, daB giftige und ungiftige 
Dosen erfaBt werden. Die GréBenordnung des Giftgrenzwertes bei 
der Maus wird dazu in einem Vorversuch ermittelt, oder er kann nach 
dem antirachitisch wirkenden Grenzwert der Ratte ungefaéhr geschatzt 
werden. Im allgemeinen betragt die Giftgrenzdosis bei den iiblichen, 
mit Quecksilber hergestellten Bestrahlungsprodukten das 2000- bis 
5000fache der bei Ratten ermittelten kleinsten antirachitisch wirkenden 
Dosis. 

Fir die Priifung sind ausgewachsene, gesunde, noch nicht zu Ver- 
suchen benutzte Mause, aus eigener Zucht, im Mindestgewicht von 16 
und nicht iiber 22 g erforderlich. Am Tage vor Versuchsbeginn werden 
die Mause einzeln oder in Gruppen zu vier Tieren, entsprechend der 
verschiedenen Dosen, in groBe Mauseglaser verteilt, gekennzeichnet 
und in niichternem Zustande gewogen. Weibchen und Bécke werden 
voneinander gesondert und unvertragliche Bécke und trachtige Weibchen 
von dem Versuch ausgeschlossen. Als Streuunterlage ist Torf geeignet, 
gefiittert werden die Tiere taglich ausreichend mit Hafer und feuchtem 
Brot. ; 

Die Darreichung des zu priifenden Bestrahlungsproduktes erfolgt 
taiglich morgens niichtern mit der Schlundsonde, nach der Methode 
von Marks', unter Zuhilfenahme einer mit 1/,,, ccm Einteilung versehenen 
Spritze. Die verabreichte Volumenmenge soll nicht mehr als 0,2 ccm 
betragen und nur einmal am Tage gegeben werden. Das Bestrahlungs- 
produkt mu8 dazu in einer Konzentration zur Verfiigung gestellt werden, 
die es bei dieser Volumenmenge ermdglicht, eine Giftwirkung zu er- 
zielen. Die Konzentration andert sich jeweils nach der Dosis. Die 
erforderlichen Verdiinnungen werden bei Versuchsheginn mit Sesamél 
in der Weise hergestellt, daB in einem graduierten MeBzylinder zuerst 
die erforderliche Olmenge und darauf die konzentrierte Ergosterin- 
lésung abgemessen wird. Beides wird in eine braune Flasche umgegossen 
und durch langeres, langsames Schwenken innig vermischt. Von jeder 
Verdiinnung werden mindestens 25 ccm hergestellt , damit eine geniigende 
Menge fiir die Durchfiihrung des Versuchs zur Verfiigung steht. Jedes 
Bestrahlungsprodukt wird mit einer besonderen Spritze verabreicht. 
Nach jeder Behandlung werden die Spritzen stets mit Ather und Alkohol 
sorgfailtig gereinigt. 


1 Journ. of exper. med. 10, Nr. 1, Januar 1908. 
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Die Mause verlieren schon wenige Tage nach der Behandlung je 
nach der Giftigkeit der Dosis ihre Munterkeit. Die FreBlust laBt nach, 
das Haarkleid wird struppig und infolge des Durchfalls teilsweise dlig. 
Bei der jeden zweiten Tag niichtern vorgenommenen Wagung ist eine 
Abnahme des Kérpergewichts festzustellen. Mit fortschreitender Er- 
krankung sitzen die Tiere meist schlafend in gekriimmter Haltung 
und zeigen beschleunigte Atmung. Sie machen anfangs noch einen 
munteren Eindruck, bekommen aber dann verklebte Augen und gehen 
nach verschieden langer Zeit ein. Mitunter erfolgt der Tod plétzlich, 
ohne daB die geschilderten Krankheitserscheinungen sich ausgepragt 
haben. 

Die Darreichung des bestrahlten Ergosterins erfolgt insgesamt 
zehnmal, sodaB durch den Ausfall am Sonntag die letztmalige Dar- 
reichung am elften Tage nach Versuchsbeginn stattfindet. Die Priifung 
wird am zwélften Tage abgeschlossen. Bei jedem Tier wird die Ge- 
wichtsdifferenz zwischen Anfangs- und Endgewicht ermittelt und 
daraus von den tiberlebenden Mausen jeder Dosis die Durchschnitts- 
abnahme errechnet. Eine Abnahme des Kérpergewichts von iiber 
2,5 g wird als Folge der Giftwirkung angesprochen. Geringere Gewichts- 
abnahmen sind nicht unbedingt spezifisch und werden bei Mausen 
auch ohne Behandlung und nach Darreichung von 0) allein beobachtet. 
AuBer der starken Gewichtsabnahme wird noch der Tad der Tiere und 
die Ablagerung von Kalk in den Nieren als Kriterium fiir die Beurteilung 
der Giftwirkung des bestrahlten Ergosterins benutzt. Die iiberlebenden 
Mause, besonders im Bereich der Giftgrenzdosis, werden zu diesem 
Zwecke getétet und die Nieren, ebenso wie die von den eingegangenen 
Tieren auf Ablagerungen von Kalk untersucht. Durch die Zerlegung 
ist ferner festzustellen, ob interkurrente Erkrankungen oder Ver- 
letzungen (DurchstoBen des Magens, Einfiihrung der Sonde in die Lunge) 
zur Gewichtsabnahme oder zum Tod der Tiere gefiihrt haben. Alle 
Mause, bei denen andere Erkrankungen oder Todesursachen fest- 
zustellen sind, scheiden selbstverstandlich fiir die weitere Beurteilung 
aus, ebenso auch die Mause, die tragend gefunden werden. Zum histo- 
chemischen Nachweis des Kalkes hat sich die Methode von Kossa' 
und Nachfirbung mit Alaun-Karmin an Gefrierschnitten bewabrt. 

Die Ablagerung von Kalk in den Nieren der Maus ist sowohl in 
der Rindenschicht wie in den iibrigen Nierenpartien zu finden. v. Brand 
und Holtz? haben die Verkalkung in verschiedene Starkegrade ein- 
geteilt. Es geniigt jedoch fiir den vorliegenden Zweck beim Nachweis 
zu unterscheiden zwischen starker Verkalkung, die dadurch gekenn- 


1 Beitr. z. pathol. Anat. u. z. allgem. Pathol. 29, 163, 1901. 
2 Hoppe-Seyler 185, H. 5 u. 6, 217, 1929. 
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zeichnet ist, daB in jedem Gesichtsfeld eines Schnittes an zahlreichen 
Stellen Kalkablagerungen sich finden, und geringer Verkalkung, bei 
der nur vereinzelte Verkalkungsherde vorkommen. Die Verkalkung 
der Nieren geht mit dem klinischen Vergiftungsbild weitgehend parallel, 
und in der Regel kommt es bei ausgesprochenen, giftig wirkenden Dosen 
auch zur Ablagerung von Kalk in den Nieren. Im Bereich der Gift- 
grenzdosis nimmt die Verkalkung ab und fehlt ganz bei den kleineren 
Dosen. Die Starke der Verkalkung entspricht nicht immer der Schwere 
der Erkrankung und ist auch nicht abhaingig von der Hohe der an- 
gewendeten Dosis. Holtz und Schreiber (a.a.O.) haben iiber die Be- 
ziehung zwischen Starke der Verkalkung und Gewichtsabnahme bereits 
eine Aufstellung gegeben. Nach dem Ergebnis der Untersuchungen 
von weiterem Tiermaterial wurde die folgende Abhangigkeit gefunden 
(Tabelle 1). 





Tabelle I. 


Verkalkung der Nieren nach 10maliger 
Zahl Behandlung und Titung am 12. Tage 


Gewichtsabnahme und Tod Sy ie oe 





1230 | 62% 18% 20 % 


Uber 2,5g oder tot... . 


Von 0,5 bis 25g... . 580 18% 12% 80% 
Bis 0,5 g oder Zunahme . . 170 0 2% 98 %, 


Bei dieser Aufstellung ist zu beriicksichtigen, daB vornehmlich 
nur Mause im Bereich der Giftgrenzdosis zur Untersuchung gekommen 
sind. Der Prozentsatz an Verkalkungen bei Mausen mit Gewichts- 
abnahmen iiber 2,5 g oder Tod erhéht sich noch, sobald simtliche Mause, 
die mit groBen Dosen vergiftet werden, untersucht und mit einbezogen 
werden. 


Uber den Verlauf einer Giftpriifung gibt im einzelnen das folgende 
Versuchsprotokoll einer Priifung des Kontrollpriparats AufschluB 
(Tabelle II). 


Dieser Priifung ist zu entnehmen, daB nach Darreichung einer 
Tagesdosis von 1 mg des Kontrollpraparates simtliche Mause an Gewicht 
abnehmen, bereits am neunten Tage tot sind und sich bei allen Ab- 
lagerungen von Kalk in den Nieren findet. Die Tagesdosen 0,5 und 
0,4 mg erweisen sich ebenfalls als giftig. Die Gewichtsabnahme ist 
bei der Mehrzahl dieser Tiere nach 12 Tagen noch erheblich und erreicht 
im Durchschnitt mehr als 2,5g. Verkalkung der Niere ist vorhanden, 
jedoch in verschiedener Starke und nicht bei allen Mausen. Bei der 
Dosis von 0,3 mg nimmt die Giftwirkung ab. Von den vier mit 0,3 mg 
behandelten Mausen ist noch eine eingegangen, und eine weitere erreicht 
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eine Gewichtsabnahme von 2,5 g, wahrend die iibrigen weniger ab- 
genommen haben, keine Ablagerungen von Kalk in den Nieren mehr 
zeigen und im Durchschnitt nur eine Gewichtsabnahme von 2,2 g 
erreichen. Die Grenze der Giftwirkung wird bei dieser Dosis erreicht. 
Bei den kleineren Tagesdosen gehen keine Miuse mehr ein, und die 
durchschnittliche Gewichtsabnahme betrigt weniger als 2,5g. Das 
Gesamtbild der Priifung laBt mithin, trotz dererheblichen Schwankungen 
bei den einzelnen Tieren, deutlich eine Abstufung der Giftwirkung bei 
den einzelnen Dosen erkennen und erméglicht, eine kleinste, giftig 
wirkende Dosis abzugrenzen. 


Abgesehen von seltenen Ausnahmen, bei denen eine Wiederholung 
der Priifung erforderlich ist, wird bei Einhaltung der geschilderten 
Versuchsbedingungen eine Abstufung der Giftwirkung stets erzielt. 
Ein weiteres Einengen der Giftgrenzdosis kommt wegen der Streu- 
breite der Methode nicht mehr in Frage. Auf Grund von mehreren, 
zu verschiedenen Zeiten vorgenommenen Priifungen des gleichen 
Bestrahlungsproduktes konnte festgestellt werden, daB der Giftgrenz- 
wert innerhalb der 50°,igen Dosendifferenz schwankt. In dem vor- 
liegenden Beispiel ist der Giftgrenzwert 0,3 mg. Bei Wiederholungen 
der Priifung wird die Dosis von 0,4 mg immer giftig, die Dosis von 
0,2mg immer ungiftig sein, wahrend bei den dazwischenliegenden 
Dosen die Ergebnisse sich iiberschneiden werden und teils giftig, teils 
ungiftig ausfallen. 


Die Auswertung der Giftpriifung und die Festsetzung der Gift- 
grenzdosis kann in verschiedener Weise vorgenommen werden. Wir 
benutzen entweder die kleinste Menge, die in 10 Tagen bei toten und 
iiberlebenden Mausen eine Gewichtsabnahme von 15°, des Kérper- 
gewichts herbeifiihrt (Holtz und Schreiber, a.a.O.), oder diejenige 
kleinste Menge, die bei mindestens 50°, der Tiere eine Gewichtsabnahme 
von tiber 2,5g oder den Tod der Tiere herbeifiihrt (Laquer!), oder 
diejenige kleinste Menge, die bei mindestens vier Mausen eine Gewichts- 
abnahme von durchschnittlich 2,5 g oder den Tod der Tiere herbei- 
fiihrt, mit der weiteren Forderung, daB bei héheren Dosen Verkalkung 
in den Nieren nachzuweisen ist (Moll). 


Die drei Arten der Auswertung des Mauseversuchs haben sich als 
gleichwertig erwiesen und bei der Priifung von gleichen Bestrahlungs- 
produkten fast iibereinstimmende Giftgrenzwerte ergeben. Als Beispiel 
dafiir das in Géttingen, Elberfeld und Darmstadt gepriifte KW 52 
und das in Elberfeld und Darmstadt gepriifte Kontrollpraparat (Ta- 
belle ITI). 


1 Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 6, S. 243, 1931. 








270 F. Holtz, F. Laquer, H. Kreitmair u. T. Moll: 


Tabelle II. Giftpriifung von Bestrahlung; 











Miause Dosen , Gewicht in g nach dem 
ante — 1.Tag | 2.Tag 3. Tag | 4. Tag 
Nr aahnsin gewicht Glas mg cem_ tration B wry: = 
pet sate ® | | % |@eranaew} » | * | ® 
Rii gelb 20 19,5 17 
Na , 19 ~ 20.5 18 
B/Ko 5 | 19 1) 1,0) 0,2 | 05 18.5 17.5 
4 0 21 20 17 
5 Ragelb 18 17.5 17 
fi 1 Be | mos oa | om oP 
8 0 19 18,5 18 
9 Riigelb 19 18,5 19 
10 Na , 18,5 | 19.5 18 
11||\Ko ~ | 188 i 04 0,2 | 0,2 19 16,5k 
12 0 18,5 19,5 18,5 
13 Ri gelb 18 | 17,5 15,5 k 
14 Ne , 18 , | 18,5 17 
15|\Ko . | 18 (0,8 | 0,2 | 0,15 19 18 
16 0 18 18 | 17,5 
17 Rigelb 19,5 18 17 
18 Na 20,5 af | 20 | 20 
19|\Ko - | 18 V/ 02 0,2) 0,1 17,5 | 17,5 
20 0 19 | 19 19.5 
21 Ra gelb 185 18 | 18,5 
B/E: | BF ||mjos) oom) = | 
240 18 j 17 17,5 


Ergebnis: Giftgrenzwert 0,3 mg. 


_ Der zuletzt erwahnten Art der Auswertung wird von uns fiir eine 
allgemeine Einfiihrung der Vorzug gegeben, da dabei mit verhaltnis- 
maBig wenig Tieren auszukommen ist und die Verkalkung als Kriterium 
mit einbezogen wird. AuBerdem ist eine ausfiihrliche Wiedergabe des 
Versuchsprotokolls notwendig, womit die Méglichkeit gegeben wird, 
den jeweiligen Verlauf der Giftwirkung bei den einzelnen Tieren und 
Dosen zu beurteilen. Die Auswertung der Giftpriifung bei Mausen 
wird in Zukunft von uns einheitlich in dieser Weise durchgefiihrt und 
der Giftgrenzwert folgendermaBen definiert : 


,»Der Giftgrenzwert eines bestrahlten Ergosterins ist diejenige kleinste 
Tagesmenge pro Tier, die bei mindestens vier ausgewachsenen Mdusen 
im Gewicht von iiber 169, in 12 Tagen zehnmal verabreicht, entweder 
Tiere tétet oder im Durchschnitt eine Gewichtsabnahme von 2,5 q oder 
mehr herbeifiihrt, wobei die Mehrzahl der mit héheren Dosen behandelten 
Méuse Ablagerung von Kalk in den Nieren haben soll.‘ 














14,51 


16,5] 





16 | 





16 ] 





16,5] 
16 





20 











estrahlungs 


Zur Kenntnis des Vitamins D. I. 


rodukt Kontrollpraparat. Versuch Nr. 330. 
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Gewicht in g nach dem 





Tag |7.Tag 8.Tag 9. Tag) 10. Tag 


B B B B 

15.5 k 15 tot 

i4.5kd_ tot 

13 k 12.5k 13 k 
14 kd 13,5kd tot 

45k 15 k 14 k 
6.5k 16 k 16 kd 
55k 14 k 15 kd 
6 k 16,5 14,5kd 
9 19 18,5 

6 k 15,5 14,5k 
55k tot 
16 &k 15,5 14,5kd 
3 kd 125 | tot 
6,5 16 k 16,5k 
65k 16 15,5 

6 15,5 16 

6,5 16,5 17,5 

0 20 19,5 

6 16 k 16,5 kd 
0 18,5 19,5 

g 185 | 19,5 
85 | 18 18 

9 19 19,5 

7 16,5 17,5 


12. Tag 
12 kd 
18 kd 
15,5k 
15,5kd 
13,5kd 
18 
15 kd 
13 kd 
16 k 
15,5k 
16 
18 
20 
15,5kd 
20 
19,5 
18 
19 
18 


Ge- 
wichts- 
zu- oder! und durch- 
Ab- 
nahme 
a. 12. Tg.| 


+1 
+1 
— 1,5 


+ 


Verkalkung 
der Nieren 


geringe Verkalkung 


starke 


geringe 
n 
starke 


keine 
starke 
keine 
starke 


geringe 


| keine 


|| geringe 


keine 
geringe 


|| keine 


” 


||| keine 


” 


Zeichenerkléarung: k = krank, d = Durchfall. 


1. Géttingen: 


Tabelle III. 
K W 32. 





Toxische Wirksamkeit 





Tagesdosis in mg 1 


Gestorben . . . . || 24 12 | 18 
Uber 15% G. — 7' 9/11 
10—15% G. — 8|/—|— 
Unter 10% G. . || — 2;1\;— 
Durchschnittlicher a 19 | 15 | 31 
G in % || 22.6 22 | 26 | 32 

T = Zahl der Versuchsmause, 


iiber 15°,, 10 bis 15°, 


G = Gewichtsverlust 
gewichtes der Tiere. 
Giftgrenzwert 0,06 mq. 


oder unter 
innerhalb von 10 Tagen, 


0,1 0,07 


die 
10° 


0.06 0,05 


« 


| moo | 


22 | 6 
22. «6 
innerhalb von 10 Tagen starben, 
» Gewichtsverlust zeigten. 

, des Ausgangs- 


own 


ausschlieblich Gestorbener 
einschlieBlich 


o 


333 3 333 3 333 3 


2 33 3 
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Tabelle I1I (Fortsetzung). 


2. Elberfeld: 


Giftigkeitsgrenze (iiber 50°, schwere Abnahme oder tot): 











Tagesdosis in mg: 


Tot. de 
Schwere Abnahme 
Leichte 
Zunahme 


0,1 meg. 


3. Darmstadt: 


Tox. Versuch Nr. 257/260 


0,20 0,15 
5 —_ 
1 4 
na 2 


Re DODO 


mindestens 





Tages- 
dosis 
in 
mg 


0,1 


, 


0,05 


0,02 


Befund der Einzelmause 
bei Versuchsende 
(Gewichtszu- oder abnahme, tot) 


— 0,5 


—6 — 4,5 = 
—1 (tot am' —7 —3 
8. Tag 
—45/—15 —838 — 0,5 
totam) —05 —38 — 0,5 
6. Tag 
+05 | —8 —3 tot, * 
* | interkurr. | 
am 7. Tag 
1 —1 —1 — 0,5 
—1 | —05 +05 + 0,5 


Giftgrenzwert 0,075 mg. 


a) Zahl der 
toten Tiere, 
b) Durehschnittl. 
Gewichtsabnahme 
der tiberlebenden 
Tiere 


1 tot 


Kontrollpraparat. 


1. Elberfeld: 


Bemerkungen iiber 
Verkalkung, Sonstiges 


Maus 1, 3, 6, 7, 8 starke, 
Maus 2 geringe, Maus5 
keine Verkalkung 


Maus 5 starke, Maus 1 
und 7 geringe, Maus 2, 
3, 4, 6, 8 keine Ver- 
kalkung 


Maus 2 und 3 geringe, 
Maus 1, 4, 5, 6, 7, 
keine Verkalkung 








(To 125 + 127 + 136a, b). 
Zahl Leichte 
der Tagliche Dosis | Zunahme Konstanz Abnahme 
Tiere mg | %p %, 9 
ee T - 

33 | 0,2 4545 | 18,18 18,18 
32 0,4 18,75 9,37 18,75 
29 0,6 0 5,0 10,0 
32 0,8 0 0 3,12 
20 1,0 0 0 0 
13 2,0 0 0 0 

5 3,0 0 0 0 


Schwere 
Abnahme Tot 
9/0 0 0 
18,18 0 
50,0 3,12 
30,0 55,0 
18,75 78,12 
0 100,0 
0 100,0 
0 100,0 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Kontrollen : 
7 Tagliche Dosis Zunahme Konstanz _——. — Tot 
Tiere mg 0), 0 0 Of TP V9 
41 | 0,2—0,5 cem 73,17 12,19 12,19 2,43 0 


Sesam ol 
Giftgrenzwert 0,4 mg 


2. Darmstadt: 
(Tox. Versuch Merck Nr. 330). 





a) Zahl der toten 


Tages- = Tiere, 
= Befund der Einzelma&use . ' , ; 
dosis bei Versuchsende (Gewichtszu- b) durehsehnitt- ,Bemerkungen iiber = 
~ oder abnahme und tot) liche Gewichts- | Verkalkung, Sonstiges 
mg abnahme der 


tiberlebenden Tiere 


1,0 totam —7 tot am | tot am 8 tot Maus 1 bis 4 keine Ver- 
9. Tag 6. Tag 9. Tag nit kalkung 

0,5 —55'—25 > —8 —5 — 40 Maus 3 geringe, Maus 1, 
2 und 4 keine Verkal- 

kung 
0,4 —55 totam —3,5 —1 1 tot Maus 1 und 4 geringe Ver- 
8. Tag — 33 kalkung, Maus 2 und 3 

" keine 
0,3 —'2 —35)|—2 toi am 1 tot Maus 1 und 3 starke, 
y Maus 2 und 4 keine 

10 Tag — 22 
. F Verkalkung 

0,2 +1 —25 —05 |) —1,5 — 0,9 Maus 1 starke, Maus 2 bis 


4 geringe Verkalkung 

Maus 1 bis 3. starke, 
Maus 4 geringe Ver- 
kalkung 


0,1 


KH 
H 
| 
ae 
or 
ona 
| 
S 
— 


Giftgrenzwert 0,3 mg 


Schlubfolgerungen. 


Die bei der Ultraviolettbestrahlung von Ergosterin vor sich gehende 
Umwandlung ist chemisch noch nicht geklart. Nach der biologischen 
Wirkung lassen sich mit Hilfe des ‘Tierversuchs das antirachitische 
Prinzip und der Calcinosefaktor unterscheiden. Ihre quantitative Er- 
mittlung ist von ausschlaggebender Bedeutung fiir die weitere Er- 
forschung des Vitamin D-Problems. Die von uns benutzten Wert- 
bestimmungsmethoden, die sich auf eine mehrjihrige Erfahrung an 
einem groBen Tiermaterial stiitzen, werden eingehend beschrieben. 
Sie bilden die Grundlage sowohl fiir die in unseren Laboratorien ab- 
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geschlossenen und noch laufenden wissenschaftlichen Untersuchungen, 
als auch fiir die Auswertung des Handelspraparats ,,Vigantol*. 

In der Literatur ist des 6fteren behauptet worden (Jendrassik und 
Keményffi!, Reerink und van Wijk?, von Wendt®, Everse und van Nie- 
kerk*, Kisch und Reiter®), es sei gelungen, Bestrahlungsprodukte mit 
ungewohnlich hoher antirachitischer Wirksamkeit oder volliger Un- 
giftigkeit herzustellen. Bei derartigen Mitteilungen fehlen meistens 
genauere Angaben iiber die Bestimmung der antirachitischen Wirksam- 
keit oder die Ermittlung des Calcinosefaktors. Sie tragen nach unserer 
Ansicht nicht zur Klarung des Vitamin D-Problems bei und wiirden 
sehr wahrscheinlich unterblieben sein, wenn die Wirksamkeit und 
Giftigkeit mit den hier dargelegten oder ihnen gleichwertigen Methoden 
auf breiterer Grundlage ermittelt worden ware. 

Die Wertmessung des antirachitischen Prinzips eines Bestrahlungs- 
produktes wird weitgehend von der Methode beeinfluBt. Wir ver- 
langen von der von uns definierten Ratteneinheit, daB mindestens 80°, 
der Tiere vollstdindig geschiitzt werden. Andere Methoden, die nicht 
so hohe Anforderungen stellen, ergeben andere Werte, so daB ein un- 
mittelbarer Vergleich verschieden definierter Einheiten nicht méglich 
ist. Wie bei allen biologischen Wertbestimmungsmethoden ist ferner 
der ermittelte Grenzwert Schwankungen unterworfen. Aus diesen 
Griinden muB laufend ein Kontrollpriparat mitgepriift werden, zu 
dem die jeweils gefundenen Werte erst in Beziehung zu setzen sind. Es 
ist wiinschenswert, ein einheitliches Standardpraparat durch inter- 
nationale Vereinbarung zu schaffen. 

Fiir die Auswertung des Calcinosefaktors haben wir eine Methode 
beschriebven, die es erméglicht, an Mausen einen Giftgrenzwert zu be- 
stimmen. Das Verhaltnis der bei der Ratte ermittelten antirachitischen 
zu der bei der Maus gefundenen giftigen Grenzdosis ergibt den thera- 
peutischen Index. Er gestattet erst ein Werturteil iiber ein Bestrahlungs- 
produkt zu gewinnen und ein Vitamin D-Praparat zu charakterisieren. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden biologische Methoden zur Wertbestimmung von 
bestrahlten Ergosterinpriparaten angegeben, die es ermédglichen, 
sowohl das antirachitische Prinzip als auch den Calcinosefaktor zu 
ermitteln. 


1 Diese Zeitschr. 216, 238, 1929. 

2 Ned. Tijdschr. v. Geneesk. 17, 1, 1930. 

3 Klin. Wochenschr. 9, 166, 1930. 

* Ned. Tijdschr. v. Geneesk. 75, 1101, 1931. 

5 Deutsch. med. Wochenschr. 56, 2034, 1930; Strahlentherapie 39, 
452, 1931. 
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2. Nach der prophylaktischen Réntgenmethode wird eine Einheit 
definiert als diejenige kleinste Tagesdosis pro Ratte, die bei 14maliger 
taglicher Verabreichung unter bestimmten Bedingungen 80°, der 
Tiere vor der Rachitis vollkommen schiitzt. Die Tiere miissen in der 
Versuchszeit mindestens 5g an Gewicht zugenommen haben. Hierbei 
ist die Relation des ermittelten antirachtitischen Grenzwertes gegentiber 
dem eines gleichzeitig gepriften Kontrollpraparats von Wichtigkeit. 

3. Der Calcinosefaktor wird an Mausen bestimmt und als Gift- 
grenzwert diejenige kleinste Tagesmenge pro Tier genommen, die 
nach zehnmaliger Darreichung unter bestimmten Bedingungen Gewichts- 
abnahme iiber 2,5 g oder Tod der Tiere herbeifiihrt, wobei die Mehrzah! 
der mit héheren Dosen behandelten Mause Kalkeinlagerungen in den 
Nieren haben soll. 

4. Das Verhaltnis des an der Ratte ermittelten antirachitischen 
Grenzwertes zu dem an der Maus bestimmten Giftgrenzwert ergibt 
den therapeutischen Index fiir ein Vitamin D-Praparat. 











Die Radioaktivitit der Steinkohlen und Anthrazite 
des Donezky-Bassins. 


Von 
E. S. Burkser, M. J. Schapiro, W. W. Kondoguri. 


(Aus dem Ukrainischen Chemisch-Radiologischen Forschungsinstitut in 
Odessa. ) 


(Eingegangen am 28. Marz 1931.) 


In unserer ersten Mitteilung! haben wir darauf hingewiesen, dab 
es bei lebenden Pflanzen unmédglich ist, das Verhaltnis von Uran zu 
Radium vorauszusehen, da aber in Steinkohlen und Anthraziten das 
Alter der Ablagerungen das Gleichgewicht zwischen Uran und Radium 
sichert. 

Leider ist es nicht aufgeklart, ob das sich in ihnen befindliche 
Uran als ein Bestandteil des Organismus von Sporengewachsen, aus 
welchen sich die Kohle gebildet hat, anzusehen ist, oder ob es wahrend 
der Anhaufungen pflanzlicher Uberreste auf dem Grunde von Meer- 
busen mitgerissen wurde. 

Die mitgeteilte Untersuchung von 17 Proben fiihrte zur Aufklarung 
iiber die Konzentration des Radiums in den einzelnen Zwischenlagen 
von Kohle oder in dem sie begleitenden Gestein. 

‘Dank des Entgegenkommens des Donkohlentrusts ist es uns ge- 
lungen, eine groBe Kollektion von Kohlenproben aus verschiedenen 
Schaichten des Donezky-Stromgebiets zu erhalten mit genauer An- 
gabe des Gewinnungsorts der Probe sowie in manchen Fallen auch der 
Temperatur der Schicht. 


Radiologische Untersuchungen. 


1. In erster Linie wurde die GréBe der Ladungszerstreuung in 
einer 10-Liter-lonisationskamera des Fontantoskops von Engler und 
Steveking bestimmt, indem der Boden derselben mit 125 g fein zerkleinerten 
Gesteins beschickt wurde. Die Flache des Tellers betragt 380 qem. Vor 
der Messung wurde die Bestimmung der Normalzerstreuung ausgefiihrt. 
Die Stromstaérke wurde in elektrostatischen Einheiten mit 10-3 multi- 
pliziert ausgedriickt. 


1 Ukrain. chem. Journ. 4, H. 2, 95, 1925. 
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2. Die quantitative Bestimmung des Radiumgehalts wurde folgender- 
ma8en ausgefiihrt. 

Die gepulverte Kohle wurde auf guBeisernen Pfannen verbrannt. 
Die erhaltene Asche wurde in Porzellantiegeln vollstandig verbrannt und 
gewogen. Zur Radiumbestimmung wurden 25 g Asche genommen, welche 
mit Atzalkali in einem silbernen Tiegel zusammengeschmolzen wurde. 
Die Schmelze wurde mit Wasser ausgelaugt, abfiltriert, der unldésliche 
Teil wurde nach dem Waschen in Salzséure gelést, der ungelést gebliebene 
Rest von neuem mit Alkali zusammengeschmolzen usw., bis zwei Lésungen 
erhalten waren, eine alkalische und eine saure. Das Volumen einer 
jeden iiberschritt nicht 300 ccm. Die vollstaéndig durchsichtigen Lésungen 
wurden in Curiekolben verlétet. Nach andauernder Anhaéufung wurde die 
gebildete Emanation durch Sieden im Vakuum in den Kondensator des 
Emanometers tibergefiihrt, jede Lésung (die saure, sowie die alkalische) 
fiir sich. Die Messung wurde 3 Stunden nach der Einfiihrung der Emanation 
ausgefiihrt. Bei Anfiillung des Kondensators mit Luft, nach Einfiihrung 
der Emanation, wurde eine sorgfaltige Spiilung des ganzen Systems sowie 
des Kolbens mit der Lésung ausgefiihrt. 


Als Resultat der Messungen wurde folgende Verteilung des Radiums 
zwischen den sauren und alkalischen Lésungen in Prozenten seiner 
Gesamtmenge beobachtet, die Falle ausgenommen, wo die alkalische 
Lésung kein Radium enthielt. 





Tabelle I. 
Kohle Saure Lisung . oY 
Nr. °/9 Ra 0 " Ra 
14 Zwischenlager ,Tonschiefer, Gorlower 
Ersverwaltumg .......3.. 95,9 4.1 

17 Probe vom First, Gorlower Erzver- 
Gane eee 89.8 10,2 

20 Oberes Lager, ,Amerikanerin“, Trust 
pS i Ee ee ee ae 88,2 11,8 
32 Kohle, Brjansker Erzverwaltung . . . 93,6 6,4 
33 os = 4 gy 94.5 5,5 
34 Kohle, Grischiner Erzverwaltung. . . 85.9 - 14,1 


Die Bestimmung des Thoriums. 


Die Bestimmung des Thoriums durch das Emanationsverfahren 
stimmte im Prinzip mit der Bestimmung Jolys iiberein. Einige Ver- 
anderungen waren zur Erhéhung der Versuchsempfindlichkeit notwendig. 

Der Luftstrom, welcher durch die in einem Curiekolben (350 ccm) 
erwarmte Lésung durchgeleitet wurde, ri8 vorerst im Laufe von 10 bis 
15 Minuten die angehaufte Emanation des Radiums mit sich. Weiterhin 
fiihrt derselbe Luftstrom unter einem bestimmten Druck, welcher mittels 
eines Manometers gemessen wurde, die sich bildende Emanation des 
Thoriums durch den Kiihler, den Trockenapparat mit H,SO, und die 
Falle mit Glaswatte in die lonisationskamera iiber. Die Kamera wurde 
mit einem Elektroskop verbunden, in dem das Sinken des Quarzfadens 
mittels einer Normallésung des Thoriums nach einer Skala graduiert wurde. 
Die Geschwindigkeit des durchgeleiteten Stromes betrug 17 bis 18 ccm 
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in der Sekunde. Eine Normallésung von 1 mg Thorium wies bei dieser 
Geschwindigkeit ein Sinken des Elektroskopfadens von 70 bis 80 Teilungen 
in 1 Stunde auf. Die Messungen wurden alle 5 Minuten im Laufe von 
1, Stunde ausgefiihrt. Diese Angaben wurden auf die Zeit von 1 Stunde 
umgerechnet. 


Resultate. 


Es ist notwendig, vorerst darauf hinzuweisen, daB in der vorher- 
gehenden wie auch in der vorliegenden Arbeit der Effekt, welcher 
im Fontantoskop beobachtet wird, fiir Kohlen gar nicht mit ihrer 
tatsachlichen Radiumaktivitat tibereinstimmt. Wir haben diese Er- 
scheinung damit erklart, daB die Ionisation im Fontantoskop als Folge 
einer ganzen Reihe von Faktoren zu betrachten ist, unter anderem teil- 
weise von der Ausscheidung der Emanation des Gesteins abhangt; 
dabei absorbiert die Kohle mit Leichtigkeit die Emanation des Radiums 
und driickt damit die Angaben der Apparate herunter. Als aktiv er- 
scheinen im Fontantoskop hauptsachlich die Kohlenschiefer und 
Zwischenlager, welche reich an Mineralsubstanzen sind. Hohen Gehalt 
an Radiumelementen weist die Lissitschansky-Kohle auf, welche arm 
an Asche ist und sich durch etwas erhéhte Temperatur der Schicht 
unterscheidet. Nach Verbrennung zeigte sich eine bedeutende Kon- 
zentration der radioaktiven Substanzen in der Asche; sie war in 
manchen Fillen 20mal aktiver als Granite. Dies beobachteten wir 
an zwei Proben. Bei der einen Kohle, welche in der vorigen Ab- 
handlung angefiihrt ist, wurde ein Aschengehalt von 11°, beobachtet. 

Als aktiv erscheinen ferner die Proben aus den Perwomaisker 
und Brjansker Erzverwaltungen. 

Am meisten radioaktiv sind die Kohlenschiefer, welche bis zu 
78°% Mineralsubstanzen enthalten. Der Gehalt an Ra und Th gehért 
hier derselben Ordnung an und iibersteigt sogar in manchen Fallen 
den durchschnittlichen Gehalt derselben Elemente in Graniten. 

In den iibrigen untersuchten Proben wird derselbe Gehalt an 
Radium und Thorium beobachtet wie in abgelagertem Gestein, oft 
sogar niedriger. Der Erhéhung des Radiumgehalts entspricht die 
Erhéhung des Thoriumgehalts, jedoch besteht zwischen diesen Mengen 
kein bestimmtes Verhiltnis. 

AuBergewohnlich reich an Thorium ist die Probe des Tonschiefers 
aus Gorlowka. Interessant ist die Tatsache der Konzentration von 
Radium und Thorium in der Zwischenschicht von Schwefelkies in dem 
Gorlower Schacht. 

Die Konzentration des Radiums 1aBt sich leicht durch die Ein- 
wirkung schwefelsaurer Salze, welche bei der Oxydation des Kieses 
entstehen, auf wasserige Lésungen erklaren. 
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Wenn man unsere Befunde iiber den Gehalt an Radium und Thorium 
in der lebenden Substanz, fiir ersteres in der GréBenordnung von 107°, 
fiir letzteres von 10—°°,, den Befunden bei der Mehrzah! der unter- 
suchten Kohlen gegeniiberstellt, so ist in letzteren der Radiumgehalt 


von der GréBenordnung 10—™ bis 10~"°,, und der des Thoriums von 


10+ bis 10-8%. Der Gehalt an Radium in der Asche der meisten 
Kohlen und Anthrazite ist ein und derselbe. 

Nach den Angaben von W.J. Wernadsky betragt der Kohlenstoff- 
gehalt der Organismen | bis 10°, ihres Gesamtgewichts. 

In Kohlen und Anthraziten steigt er auf 75 bis 93°,, und 
somit sprechen die ausgefiihrten Untersuchungen zugunsten der An- 
nahme, da die lebende Substanz auch in der geologischen Vergangen- 
heit keine Radioelemente in sich konzentrierte, da die beobachtete 
Konzentration in ihr ungefahr der Konzentration des in ihr befindlichen 
Kohlenstoffs und mit ihm auch den aschenhaltigen Substanzen pro- 
portional ist. 

Die Konzentration des Radiums und Thoriums im Kohlenschiefer, 
sowie in einzelnen Fallen auch in Kohlen, kann durch die Adsorption 
der Radiumelemente aus wasserigen Loésungen, in welchen die Gesteine 
sich ablagerten, erklart werden. 

Zweifellos befindet sich in allen untersuchten Kohlen das Radium 
in Gleichgewicht mit dem Uran, und folglich enthielt die lebende 
Substanz, aus welcher die Kohle entstand, Uran. In der gegen- 
wartigen lebenden Substanz konstatierten wir durch radiologische 
Untersuchuagen Radium sowie Thorium, chemisch tubidium. Die 
von uns unternommenen Versuche, auf chemischem Wege das Uran in 
der Asche der Kohlen sowie in den gegenwartigen Pflanzen zu ent- 
decken, hatten keinen Erfolg; man muB annehmen, daB in der gegen- 
wartigen lebenden Substanz ebenfalls Uran enthalten ist und dab 
sein quantitativer Gehalt sich derselben Regel wie fiir andere Radio- 
elemente unterwirft, d.h. von derselben GréBenordnung ist wie im 


Wasser der Ozeane. 














Periodische Schwankungen des Blutzuckergehaltes bei Haihnen 
im Laufe von 24 Stunden. 


Von 
L. Krasnjansky und W. Dsikowsky. 


(Aus dem biochemischen und pharmakologischen Laboratorium des Nord- 
kaukasischen Medizinischen Instituts.) 


(Eingegangen am 30. April 1931.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 

Einige Forscher haben bei der Bestimmung des Blutzuckergehalts 
im Laufe von 24 Stunden (Woronow und Mischnajewsky', Jacobi und 
Baumann?) starke Schwankungen feststellen kénnen, wahrend andere 
zu gleicher Zeit auf Grund von 12stiindigen und noch kiirzeren Ver- 
suchen auf einen ziemlich gleichmaBigen Charakter der Kurve hinweisen 
(Krasnjansky?, Awdejewa, Prowatorowa, Sawitsch und Tal*, Sch uhecker®). 

Da wir fiir unsere weiteren Arbeiten hieriiber sichere Unter- 
lagen haben muBten, beschlossen wir aufzukliren: ob im Laufe von 
24 Stunden solche Schwankungen vorkommen, wie groB ibr Um- 
fang ist und ob hierbei nicht eine gewisse GesetzmaBigkeit oder 
Periodizitat festgestellt werden kann. Wir sprechen hier von der 
sogenannten ,,angeborenen’’ Tagesperiodizitit, die hinsichtlich der 
Dynamik der Korpertemperatur schon langst, und in bezug auf die 
Nierentatigkeit unlangst (Zitowitsch®) entdeckt worden ist. Da die 
Tagesperiodizitat im Wechsel von Schlaf und Munterkeit bei den 
Hiihnern am deutlichsten ausgepragt ist, so wahlten wir diese als Objekte 
fiir unsere Untersuchungen. Die allstiindliche zweimalige Blutentnahme 


' Woronow u. Mischnajewsky, Sammlung, gewidmet Prof. Jusch- 
tschenko, 1928, S. 163 (russisch). 

2 Jacobi u. Baumann, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 145, 24, 1929. 

* Krasnjansky, diese Zeitschr. 205, 180, 1929. 

* Awdejewa, Prowatorowa, Sawitsch u. Tal, Journ. f. exper. Biol. u. 
Med. Nr. 12, 8. 244, 1926. 

5 Schuhecker, diese Zeitschr. 156, 853, 1926. 

® Zitowitsch, Pfliigers Arch. f. ges. Phys. 224, 562, 1930. 
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bot bei den Hahnen von vornherein groBe Schwierigkeiten. Wir 
waren daher genétigt, mit der Ausarbeitung einer entsprechenden 
Methodik zu.beginnen.. Nach Lésung dieser Frage haben wir Grund, 
Hahne fiir sehr geeignete Objekte fiir das Studium der Tages- 
dynamik verschiedener Stoffe im Blute mit Hilfe der Mikromethodik 
zu halten. 

Versuchsmethodik. 


Der Kamm der Haéhne bildet eine &uBerst bequeme Stelle zur stiind- 
lichen Entnahme geringer Blutmengen. Zu diesem Zwecke wird mit 
einer scharfen Schere ein 2 bis 3 mm tiefer Einschnitt gemacht. Der Kamm 
wird vor Beginn des Versuchs sorgfaltig mit einem in Alkohol getrankten 
Wattebausch und dann mit einem trockenen abgerieben. Aseptik ist nicht 
erforderlich: in allen unseren Versuchen konnten wir eine rasche und leichte 
Heilung der Wunden ohne Eiterung beobachten. Dies hat seine groben 
Bequemlichkeiten: das Tier kann nach fiinftagiger Pause erneut zu einem 
24stiindigen Versuch verwendet werden. Man wahlit am besten groBbe 
Hahne mit groBen, reinen und nicht angefrorenen Kammen. Geeignet sind 
sowohl platte, hohe grellrote Kémme, als auch breite mit einer groBen 
Anzahl groBer Hécker. Dem Alter nach eignen sich ausgewachsene und 
alte Hahne, die wegen ihrer schwachen Reaktion auf den Einschnitt den 
Vorzug vor allen anderen gewéhnlichen Laboratoriumstieren verdienen; 
junge Hahne, sowie auch Hiihner sind emotionell und reagieren auf den 
Einschnitt. 

Wahrend des Versuchs wurden die Hahne in besondere Kasten mit 
einer Offnung fiir den Kopf gebracht. Eine solche Lage des Tieres macht 
eine Assistenz iiberfliissig. Verhalt sich das Tier sehr unruhig, so emp- 
fiehIt es sich, dasselbe vor dem Unterbringen im Kasten in einen leichten 
Stoff einzyhiillen, wobei der Kopf frei gelassen wird. 





Abb. 1. 


Die Eigentiimlichkeiten der Verdauung bei den V6geln_ beriicksich- 
tigend, wurden die Versuchstiere ausnahmslos in allen Versuchen, sowohl 
unter Hungern als auch bei Fiitterung, zum letzten Male vor dem Experiment 
mit eingeweichtem Brot gefiittert und dann stets im Laufe von 45 Stunden 
hungrig gelassen. Der Kafig wurde mdglichst sorgfaltig gereinigt, um ein 
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Verschlucken der Speisereste zu verhiiten. Nur das Wasser wurde zuriick- 
gelassen. Der Zuckergehalt wurde nach der Methode von Hagedorn-Jensen ‘ 
bestimmt, wobei in jedem Einzelfalle zwei Proben entnommen und dann 
die Durchschnittszahl berechnet wurde. 

Das Blut flie}t aus dem Kamm der Hiihner (und Héhne) nur langsam 
ab und gerinnt 4uBerst schnell, weshalb die Anwendung der Mikropipette 
héchst erschwert ist, besonders im 24stiindigen Versuch. Wir beschlossen 
daher, die Methodik zu éndern und die Blutentnahme nach Bang, die Be- 
stimmung des Zuckergehalts dagegen nach Hagedorn-Jensen auszufiihren. 
Eine derartige Kombination ist in der Literatur schon angefiihrt worden. 
Bei unserer Modifikation wird das Blut jedoch nicht auf das Bangsche 
Papier, sondern auf das aus Filtrierpapier hergestellte ,, Biichlein** gebracht, 
worin wir eine ganze Reihe von Vorteilen erblicken. 

Als schwache Seite der Bangschen Methodik wird gewdéhnlich 
empfunden, daB die Verdunstung beim Wiegen das Gewicht des ent- 
nommenen Blutes veraéndert. In dem von uns vorgeschlagenen ,,Biichlein* 
ist das entnommene Blut innerhalb desselben eingeschlossen, und folglich 
wird dieser Nachteil ausgeglichen. Kommt das ,,Biichlein** in die eiweib- 
faillende Lésung, so 6ffnet es sich und von einer Schwierigkeit der Zucker- 
extraktion kann daher nicht die Rede sein. Um eine geniigende Anzahl 
von ,,Biichlein* herzustellen, wird aus einem ganzen Bogen Filtrierpapier 
ein einfaches Filter gemacht, welches in einen groBen Trichter gelegt, 
mehrere Male mit destilliertem Wasser gewaschen wird. 

Das getrocknete Filter wird in Streifen von 2,5 cm Breite und 8 bis 9 em 
Lange zerschnitten. Die Streifen werden dreimal zusammengefaltet, jedes- 
mal der Halfte nach, wodurch also ein ,,Biichlein‘* mit einer Breite 
von etwa | cm und einer Héhe von 2,5 cm entsteht. Bei der Blutentnahme 
wird diesés auseinander gerollt und das Blut in die Mitte gebracht, wonach 
das ,,Biichlein** wieder zusammengerollt und dann auf der Torsionswaage 
gewogen wird. Hierauf wird es in die eiweiBfallende Lésung nach Hagedorn- 
Jensen gebracht und weiter wie gew6hnlich verfahren. 

Zur Kontrolle wurde von uns eine Reihe von Bestimmungen des Zucker- 
gehalts bei Héhnen im Blut aus dem Kamm und aus der Vena subaxillaris 
ausgefiihrt, und zwar sowohl nach unserer Modifikation als auch genau 
nach Hagedorn-Jensen. Die Resultate zeigten die bestimmte Méglich- 
keit eines Ersatzes der Mikropipette durch das von uns vorgeschlagene 
» Biichlein*‘. Es wiachst zwar der Prozentsatz der Fehler der Methodik 
etwas an, da die ,,Biichlein‘‘ trotz des Auswaschens noch reduzierende 
Stoffe abgeben. Diesen Nachteil beseitigten wir jedoch leicht dadurch, da8 
wir von den erhaltenen Ziffern die Zahlen der Blindversuche abzogen. 
AuBerdem ist der Blutzuckergehalt bei Hiihnern iiberhaupt hoch, und jene 
Schwankungen, die wir beobachten konnten, besitzen eine groBe Amplitude. 
Wir berechnen den Fehler bis auf 6 mg pro Zentimeter. Dort, wo eine 
genauere Bestimmung erwiinscht ist, empfehlen wir, gleichzeitig drei oder 
sogar vier Proben zu entnehmen und daraus das Mitte! zu nehmen. 


Versuche. 


Wir fiihrten 16 24stiindige Beobachtungen an sechs Haéhnen und 
einem Huhn aus. Dieses Material kann in zwei Gruppen eingeteilt werden: 
in der ersten studierten wir die Dynamik des Blutzuckers an hungernden 


1 Hagedorn-Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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Tieren, in der zweiten beobachteten wir den Gang der Kurve an denselben 
Tieren, die vorher gehungert hatten, wahrend des Versuchs jedoch ge- 
fiittert wurden. 

Die Mehrzahl der Experimente wurde an hungernden Tieren aus 
gefiihrt (13 Versuche). Hier stellten wir, um den individuellen Eigen- 
tiimlichkeiten Rechnung zu tragen, mit jedem der fiinf erwachsenen Hahne 
je zwei Versuche an; eine Kurve wurde bei einem jungen Hahn gewonnen, 
der sich jedoch wegen seiner starken Empfindlichkeit gegen die Einschnitte 
fiir weitere Experimente als untauglich erwies. 

Um schlieBlich aufzukléren, ob nicht irgendwelche Eigentiimlichkeiten 
in der Dynamik des Zuckers bei Hiihnern und Haéhnen vorliegen, wurden 
von uns zwei Kurven bei einem Huhn ermittelt. Es mu unter- 
strichen werden, daB die Tiere unter den Bedingungen unserer Ex- 
perimente gew6hnlich nicht schliefen; zufalliger Schlaf wurde registriert. 
Somit unterscheiden sich unsere Beobachtungen deutlich von den Ver- 
suchen von Jacobi und Baumann, wo Schwankungen des Zuckers unter 
dem EinfluB des Schlafes beobachtet wurden. Sogar die ersten an hungernden 
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Haéhnen gewonnenen Kurven lenkten unsere Aufmerksamkeit durch ihre 
bestimmte Periodizitét aur sich. 

Wir fiihren hier drei Paare von charakteristischen Kurven an, die von 
uns an drei erwachsenen Haéhnen erhalten wurden (s. Abb. 2, 3 und 4). 

Wie aus den angefiihrten Kurven deutlich zu ersehen ist, weist der 
Blutzuckerspiegel im Laufe von 24 Stunden trotz Ausschlu8 des Schlafes 
bestimmte periodische Schwankungen auf. Liest man die Kurve von links 
nach rechts ab, so kann vor allem eine relative GleichmaBigkeit derselben 
wahrend der Tagesstunden vermerkt werden. Gegen Eintreten der Damme- 
rung zwischen der 16. und 18. Stunde (die Versuche wurden im Winter, 
im Dezember und Januar ausgefiihrt), tritt ein deutlicher Anstieg auf. 
Unmittelbar nach diesem vorabendlichen Anstieg sinkt die Kurve, obwohl 
das Tier nicht schlaft in der Nacht, im Vergleich zu den Tagesstunden 
jedoch nicht besonders tief. Gegen den Morgen zu wird wieder ein 
gewisser Anstieg beobachtet. Es ist sehr interessant, da wir etwa gegen 
Mitternacht, d. h. zu der Zeit, in welcher der Hahn gew6éhnlich zum mitter- 
néchtlichen Kraéhen erwacht, ebenfalls einen nicht immer deutlich aus- 
gepragten Anstieg des Blutzuckers beobachten konnten. 

In diesen Kurven kann eine gewisse Ahnlichkeit mit der 24stiindigen 
Dynamik der K6érpertemperatur und mit der periodischen Nierentatigkeit 
erblickt werden. Unseres Wissens ist eine solche Periodizitaét in der Dynamik 
des Blutzuckers bis jetzt noch von niemand beschrieben worden. 


Versuche mit Fiitterung. 


Da die erwahnte Periodizitaét an hungernden Tieren entdeckt worden 
war, so erhob sich natiirlich die Frage, wie die Nahrungsaufnahme sich bei 
denselben Tieren auf die Dynamik des Blutzuckers im Laufe von 
24,Stunden auswirken wiirde. Zur Lésung dieser Frage wurde zu ver- 
schiedenen Tagesstunden (10 Uhr 5 Minuten bis 10 Uhr 35 Minuten im 
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Versuch 6 und 14 bis 14 Uhr 45 Minuten im Versuch 12) drei hungrigen 
Hahnen je 60g eingeweichten Brotes gegeben. Da im dritten Versuch 9 
die Nahrungsaufnahme aus Versehen genau mit dem vorabendlichen Anstieg 
zusammenfiel, so fiihren wir diesen Versuch hier nicht an (die Zahlen finden 
sich in der Tabelle). 

Hier fiihren wir zwei Versuche an (s. Abb. 5 und 6). 

In diesen Versuchen fiihren wir zum Vergleich unter jeder Kurve mit 
Fiitterung die Durchschnittszahl aus zwei Versuchen unter Hungern bei 
demselben Tiere an. 

Wie aus den Kurven zu ersehen ist, rief die Gabe von 60g Brot, 
wie zu erwarten war, eine Steigerung des Zuckerspiegels hervor; sein 
Gehalt naherte sich den Zahlen, die von verschiedenen Forschern fiir 
Hiihner angegeben werden. Bei alledem blieb jedoch die Periodizitaét in 
seinen Schwankungen erhalten. Hier kénnen wir ebenso wie auch an 
den Hungerkurven vermerken: einen vorabendlichen Anstieg, ein nacht- 
liches Sinken, einen mitternéchtlichen und einen Morgenanstieg. 


Versuche am Huhn. 


Zum SchluB fiihren wir in Abb. 7 zwei Kurven aus den Versuchen 5 
und 11 an, die bei ein und demselben Huhn erhalten wurden. Wie schon 
erwahnt wurde, wehrte sich das Huhn bei der Blutentnahme sehr heftig, 
was sich besonders im Versuch 5 zeigt. Jede starke Emotion gibt sich 
in dieser Kurve durch einen Anstieg des Zuckergehalts zu erkennen. 
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‘Nichtsdestoweniger kann jedoch auch hier ein vorabendlicher und ein 
Morgenanstieg, sowie ein naéchtliches Sinken vermerkt werden. Ob jedoch 
ein Unterschied zwischen Haéhnen und Hiihnern in bezug auf den 
mitternéchtlichen Anstieg vorliegt, kann infolge der geringen Zahl von 
Versuchen vorléufig noch nicht gesagt werden. Es ist dies Aufgabe der 
weiteren Untersuchungen. 


Zusammenfassung. 


1. Der Blutzuckergehalt der Hahne weist im Laufe von 24 Stunden 
sowohl beim Hungern als auch nach Fiitterung der Tiere wellenférmige 
Schwankungen auf. 

2. Nach 45stiindigem Hungern steht der Blutzuckergehalt auf 
einem niedrigeren Niveau, als von verschiedenen Autoren angegeben 
wird, und die maximalen Amplituden seiner Schwankungen betragen 
in unseren 13 Hungerversuchen von 109 bis 232 mg. 
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3. In diesen Schwankungen kann eine bestimmte Periodizitat ver- 
merkt werden: 

a) ein am starksten ausgeprigter vorabendlicher Anstieg ; 

b) ein Sinken nachts; 

c) ein morgendlicher Anstieg des Zuckers, der jedoch nicht streng 
an bestimmte Stunden gebunden ist und 

d) ein etwa mitternachtlich auftretender Anstieg, der fiir uns vor- 
laufig noch nicht ganz klar ist. 

4. In unseren Versuchen wurden die Kurven zuweilen durch 
Emotionen verdunkelt (besonders beim Huhn), welche einen Anstieg 
des Zuckers hervorriefen. 


5. Hahne erweisen sich als sehr geeignete Objekte fiir das 
Studium der Periodizitat der Lebensprozesse und der Tagesdynamik 
verschiedener Stoffe im Blute mit Hilfe der Mikromethoden. 





Uber die Zustandsformen des Kohlendioxyds im Blut. 


Von 
William C. Stadie und Helen O’Brien. 


(Aus dem ,,John Herr Musser Department of Research Medicine“, 
University of Pennsylvania, Philadelphia, U.S. A.) 


(Eingegangen am 4. Mai 1931.) 


Einleitung. 


Die Entwicklung unserer Kenntnisse von dem Zustand der Blut- 
elektrolyte riickte im wesentlichen zwei verschiedene Hypothesen iiber 
den Zustand des Kohlendioxyds im Blute in den Vordergrund. Nach 
der ersten findet sich alles CO, im Blute entweder in Form von 
geléstem CO, oder von Bicarbonationen, und zwar nehmen die meisten 
Betrachtungen des Gleichgewichts sowie der Kinetik der Blutionen 
in der Literatur diesen Standpunkt ein. Die zweite Ansicht, die zuerst 
von Bohr und spater auch von Bayliss vertreten wurde, geht dahin, 
daB ein merklicher Tei] des Kohlendioxyds in komplexer Weise mit 
Hamoglobin reagiert, d.h. eine direkte Verbindung bildet, die der 
O,- oder CO-Hamoglobinverbindung ahnlich ist. Bohr schlug den 
Namen Carbhaimoglobin dafiir vor. Die schnelle Zunahme der rein 
physikalisch-chemischen Anschauungen auf dem Gebiete des Blutes in 
den letzten 20 Jahren drangte diese Ansicht vollstandig zuriick, und 
eigentlich wurde sie ganz ignoriert. Van Slyke (1921) z. B. hat sie 
in seiner Darstellung tiber die CO,-Trager des Blutes nicht einmal 
erwahnt. Im Jahre 1928 aber trat das Problem von nevem auf, 
und zwar auf Grund von Henriques’ (1928) Veréffentlichung einer 
schénen Reihe von fiinf Mitteilungen in dieser Zeitschrift tiber die 
Geschwindigkeit der CO,-Abgabe aus Hamoglobinlésungen. Mit 
Riicksicht auf die Geschwindigkeitskonstanten der Anhydrierung 
von H,CO, von Faurholt (1925) und den CO,-Wechsel in den Lungen 
zeigte er, daB der CO,-Austausch sich nicht durch eine einfache An- 
hydrierung der Kohlensiure erkliren 1aBt. Um diese Tatsache zu er- 
kliren, postulierte er, daB entweder die Anhydrierung im Blute kata- 
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lysiert wird, oder daB Kohlendioxyd Carbhamoglobin bildet, welches 
ahnlich wie HbO, oder HbCO, rasch sein CO, abspalten kann. Henriques 
(1929, S. 5) aber schloB eine Katalyse der CO,-Anhydrierung kurzerhand 
aus, und er behauptete, daB ,,ein Teil des in Hamoglobinlésungen, 
d.h. in den Erythrocyten vorhandenen gebundenen CO, aller Wahr- 
scheinlichkeit nach komplex an das Hamoglobin gebunden ist‘‘. Um 
diese Hypothese zu stiitzen, schlug er, sowohl in einer spateren 
Mitteilung (1929) als in der oben zitierten, zwei verschiedene Arten 
von Versuchen vor. Erstens fiihrte er einige Donnan-Versuche aus, die, 
wie er glaubte, seine Ansicht beweisen. Spater werden wir zeigen, dab 
Henriques von einer ungerechtfertigten Annahme ausgegangen ist, um 
zu diesem SchluB zu kommen. Zweitens stellte er mittels einer sinn- 
reichen ,,Explosions‘‘-Methode fest, daB Hamoglobinlésungen mit viel 
gréBerer Geschwindigkeit als Sera ihr gebundenes CO, abgeben, wenn 
sie plétzlich einem Vakuum ausgesetzt werden. Henriques schrieb 
diese vermehrte Geschwindigkeit einer Beteiligung des Carbhamoglobins 
an diesem ProzeB zu. 

Van Slyke und Hawkins (1930) benutzten eine ahnliche Explosions- 
methode wie Henriques und fanden ebenfalls eine vermehrte Geschwin- 
digkeit der Entwicklung von CO, in Gegenwart von Hamoglobin. 
Sie betonen aber, daB schon eine geringe Konzentration (etwa 1°,) 
von Hamoglobin in einer Bicarbonatlésung geniigt, um die Geschwin- 
digkeit um ein Vielfaches zu vermehren, und deswegen kamen sie zu 
dem SchluB, daB eine Katalyse im Vordergrund stehe. 

Eine sehr wichtige Mitteilung iiber das Problem wurde kiirzlich 
von Dirken und Mook (1930) veréffentlicht. Sie wandten die Methode 
von Hartridge und Roughton (1923) an und fanden es méglich, die 
Reaktionsgeschwindigkeit wahrend der ersten Sekunde nach der 
Mischung sowohl zwischen CO, und Phosphaten, Serum oder Hamo- 
globin als auch zwischen Phosphaten und Milchsdéure zu verfolgen. 
Sie beweisen, daB die Reaktion zwischen Phosphaten und Milchsaure, 
sowie CO, und Hamoglobin sehr rasch verlauft und in ungefahr 
0,09 Sekunde beendet ist. Im Gegensatz hierzu aber geht die Reaktion 
zwischen CO, und Phosphaten oder Serum sehr langsam vor sich, 
und das Gleichgewicht wird nicht vor einer Minute erreicht. Diese 
schénen Arbeiten bestatigen eindringlich, was Henriques sowie van Slyke 
und Hawkins iiber die vermehrte Geschwindigkeit des CO,-Austausches 
im Blute schon gezeigt haben. Dirken und Mook (S. 383) behaupten 
mit Henriques: ,,CO, cannot be combined as bicarbonate and must 
therefore be bound to the hemoglobin as anhydrous CO, in some 
complex form as the carbhaemoglobin“. Sie meinten aber auch, 
daB eine Katalyse der Reaktion CO, + H,O — H,CO, nicht aus- 
geschlossen sei. 
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Die elektrometrische Bestimmung der Bicarbonationenaktivitat in 
Hdmoglobinlésungen, 


Schon die Explosionsanalysen batten Henriques vollig iiberzeugt, 
daB CO,-Komplexverbindungen in Hamoglobinlésungen zweifellos 
existieren, aber er fiihrte auch zur Stiitzung dieser Ansicht noch eine 
Reihe Donnan-Versuche aus. Hamoglobinlésungen verschiedener Arten 
wurden mit einer CO,-haltigen Gasphase aquilibriert, in eine Dialysen- 
hiilse gegossen und in eine 4éhnlich Aaquilibrierte AuBenfliissigkeit, 
welche proteinfrei war, eingetaucht. Nachdem Gleichgewicht erreicht 
war, bestimmte er das Membranpotential sowie die Gesamtkonzen- 
tration des CO, der Innen- und AuBenfliissigkeiten. Auch maB er 
das AuBen-p,y kolorimetrisch und berechnete nach dem Donnan 
Prinzip die Wasserstoffionen- bzw. Bicarbonationen-aktivitaten der 
Innenfliissigkeit. Henriques unternahm es ohne weiteres, die Kon- 
zentrationen des Bicarbonats aus den Aktivitéten und dem Massen- 
wirkungsgesetz in der Form 


ay Cy So) Ky, 
x Poo, YH COZ 


zu berechnen. Aber es ist augenscheinlich, daB die Situation hier 
dieselbe ist wie die, welcher Stadie und Hawes (1928) begegneten in 
ihren ausgedehnten Betrachtungen tiber die Bicarbonationen-aktivitaten 
in Hamoglobinlésungen, trotzdem die Aktivitaten auf der einen Seite 
indirekt mittels Donnan-Membranpotentials berechnet wurden, und auf 
der anderen direkt durch die Wasserstoffelektrode bestimmt wurden. 
Hierzu muB man mit Nachdruck betonen, daB es nicht méglich ist, 
aus thermodynamischen Messungen allein eine Aussage tiber die Formen 
der Molekiile in Lésungen zu machen. Deshalb behauptete Stadie 
(1928), daB in dem Massenwirkungsgesetz in der Form 
K, — a4(CO,—« Peco, — HbCO,) 
> 


VHC 03 « Peo, 
wo K, = Massenwirkungskonstante des H,CQs. 
YHCOs; = Aktivitaétskoeffizient des HCO;, 
ay+ = Wasserstoffionenaktivitat. 
«Peco, = geléstes CO,, 
Hbco, = hypothetisches Carbhémoglobin. 
CO, = gesamtes Kohlendioxyd, 
Yuco; sowie HbC O, unbekannt sind. Nun kann man nicht den Wert des 
einen berechnen, ohne eine Annahme iiber den Wert des anderen zugrunde 
zu legen. So nahmen denn Stadie und Hawes an, daB HbCO, Null ist, und 
behaupten, daB ihre Versuche eine Aktivitatsverminderung des Hamo- 
globins gegeniiber den Bicarbonationen zeigen. Sie geben allerdings 
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zu, daB, wenn das Vorkommen des Carbhamoglobins spater nach- 
gewiesen wiirde, ihre Berechnung teilweise modifiziert werden miBte. 

Henriques (1929, 8. 17) aber schloB die Méglichkeit einer Anderung 
des Aktivitatskoeffizienten aus und nahm an, ,,daB die Aktivitaten 
von CO, und HCO; dieselben in Hamoglobinldsungen wie in protein- 
freien Salzlésungen von derselben Jonenstarke sind*‘ und schrieb die 
Abweichung seiner Resultate von den theoretisch erwarteten einer 
Komplexbildung zu. Wir betonen, daB diese Annahme nicht absolut 
giltig ist. 

Aus diesen Betrachtungen ergibt sich, daB das Problem der Zu- 
standsformen des Kohlendioxyds im Blute nicht durch Aktivitats- 
messungen CQO,-haltiger Hamoglobinlésungen gelést werden kann. 
Nur eine direkte Bestimmung der NaHCO,-Konzentration erlaubt 
diese Frage zweifellos zu beantworten, und dazu fiihrten wir die 
folgenden Versuche aus: 

1. Stéchiometrische Bestimmung des NaHCO, in Hamoglobin- 
lésungen mit Hilfe der HCl]-Titrierung. 

2. Osmotische Bestimmung des NaHCO, durch Bestimmung der 
Gefrierpunktserniedrigung. 


Die stéchiometrischen Verhdltnisse des CO, in Hdmoglobinlésungen. 


Die denkbaren Verbindungen von CQ,, die im Blute bzw. Hamo- 
globinlésungen vorkommen kénnten, ‘lassen sich in der Gleichung 
CO, = H,CO, + BHCQO, -- HbCO, zusammenfassen. 

Hier ist CO, = Gesamtkohlendioxyd, 

H,CO, = Physikalisch geléstes Kohlendioxyd, 

BHCO, = Bicarbonationen, 

HbCO, = Hypothetisches Carbhémoglobin. 
Es ist leicht, H,CO, aus dem partiellen Druck des CO,, mit dem die 
Lésung in Gleichgewicht ist, zu berechnen, da «CO, in Hamoglobin- 
lésungen genau bekannt ist. Wenn es méglich ware, Na HCQ, in irgend- 
einer Weise quantitativ zu bestimmen, dann kénnte man die Kon- 
zentration des Carbhamoglobins aus der Gleichung 


HbCO, = CO, — «Poo, — BHCO, (1) 


sofort berechnen. 

Gliicklicherweise waren die Versuche von Hastings, Sendroy, 
Murray und Heidelberger (1928), die fiir einen anderen Zweck an- 
gekiindigt wurden, zur Hand. Sie titrierten Hamoglobinlésungen, 
die gewisse Basen-(Natrium-)Konzentrationen 6 enthielten, und _ be- 
stimmten deren p,q mit einer Wasserstoffelektrode. Die entstehenden 
Titrierungskurven gaben sogleich an einem gegebenen p,, die Kon- 
zentration NaHb. Kommt eine ahnliche Lésung mit einer CO,-haltigen 
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Gasphase in Gleichgewicht und wird das p,q derselben bestimmt, 
dann kann man die Bicarbonatkonzentration aus der Gleichung 

NaHCO, = 6 — NaHb (2) 
berechnen. 

Mit Beriicksichtigung der Gleichung (1) und der erwahnten Ver- 
suche ist es leicht zu beweisen, was schon van Slyke und Hawkins 
bewiesen haben, namlich, daB kein Carbhémoglobin in Pferde- 
hamoglobinlésungen, die mit CO, im Gleichgewicht sind, auf diese 
Weise demonstriert werden kann. Diese wichtigen stéchiometrischen 
Verhaltnisse aber erwihnte Henriques nicht. 

Dieser Gegenstand schien uns so wichtig, daB wir beschlossen, 
diese Experimente zu wiederholen und auszudehnen. Unsere Versuche 
schlieBen ein: 

1. Titrierung von HbCO-Lésungen a) mit HCl; b) mit CO,. 

2. Titrierung von RHb-Lésungen a) mit HCl; b) mit CO,. 

3. Elektrometrische Bestimmung des p,y mittels Wasserstoff.- 
elektrode. 

4. Bestimmung des Partialdruckes des CO, 1, 6, 2, 6, mittels der 
Haldane-Gasanalysenmethode. 

5. Bestimmung des Gesamt-CO, 1, 6, 2, 6, mittels van Slyke- 
Methode. 

6. Berechnung des Carbhamoglobins in der oben skizzierten Weise. 


Experimenteller Teil. 


Haémoglobin aus Pferdeblut wurde zweimal umkristallisiert, und die 
Kristalle wurden 3 bis 4 Tage in der Kalte gegen Wasser dialysiert, 
bis die Leitungsfahigkeit der iiberschwimmenden Fliissigkeit ungefahr 
5. 10-® Ohm betrug. Nach unserer Erfahrung sind solche Kristalle wirklich 
elektrolytfrei. Die gewonnenen Kristalle wurden durch Zusatz einer ge- 
wissen Menge von NaOH aufgelést. Diese Natronlauge wurde aus Natrium 
und reinem, CO,-freiem Wasser hergestellt und gegen n/10 Standard HCl 
gepriift. 

Die Konzentration der Hamoglobinlésungen wurde nach der kolori- 
metrischen Methode von Stadie (1922) bestimmt. Der Wassergehalt der- 


selben wurde nach der Gleichung 
[W] = 1 — 0,0126 [Hb] 


berechnet. [W] = Kilogramm Wasser pro Liter der Lésung, [Hb] = Sauer- 
stoffkapizitaét in Millimol O, pro Liter der Lésung. Dieses Verhaltnis haben 
wir durch zahlreiche Bestimmungen bewiesen. 

Jede Lésung wurde in zwei Portionen geteilt. Der erste Teil wurde 
mit der n/10 HCl titriert, um die HCl-Titrierungskurve zu bekommen. 
Der zweite Teil wurde mit einem durch eine Gasphase gegebenen Druck 
von CO, equilibriert und, nachdem das Gleichgewicht erreicht war, wurde 
das pay sowie die Gesamtkonzentration des CO, bestimmt. Um reduziertes 
Hamoglobin (RHb) zu erhalten, gebrauchten wir Wasserstoff als Gasphase; 
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und fiir CO-Hamoglobin, H,— CO-Mischung. Fiir die Titrierung mit CO, 
wurde CO, als Gasphase genommen. Das Gleichgewichtsgefa8 war eine 
modifizierte Simms-Elektrode (1923). Wir gebrauchten eine mit KCl ge- 
séttigte Kalomelelektrode, die mit der Wasserstoffelektrode durch eine 
gesattigte KCl-Briicke verbunden war, und daher nahmen wir an, daS die 
Diffusionspotentiale vollsténdig eliminiert waren. Wie gewdéhnlich be- 
richtigten wir alle E. M. K. durch Zusatz von 


Ey, = 0,02955 log 2° 
: Pu, 
wo Px, = dem partiellen Druck des Wasserstoffs in mm Hg ist. Das p,q 
berechneten wir nach 
Exorr — €o 
Po ~ ~0,0591_’ 
wo é die E.M.K. der Kalomelelektrode ist. Diese E. M. K. wurde von 
der Zelle Hg, HgCl, KCl gesaéttigt, n/l10 HCl, H, nach der Gleichung 
é = E — 0,0591 . 1,080 
berechnet. Hier ist 1,080 das p,gy der n/10 HCl-Saéure. Die Temperatur 
war immer 25,0° C. 
Tabelle I. 
Die stéchiometrische Bestimmung der Konzentration des hypotheti- 


schen Carbhémoglobins in Hamoglobinlésungen mittels HCl-Titrierung und 
CO,-Equilibrierung. 


Ia. HCl-Titrierungskurven. 





Hb CU Na Hb Na Hib p 

mM/Liter mM /Liter Hb ok 

5,42 1,51 0,28 6,36 

5,86 6,32 1,08 6,66 

6,10 11,65 1,91 6,93 

6,39 17,10 2,68 7,25 

6,69 23,25 3,48 7,54 

7,02 30,00 4,27 7,90 

Die berechneten Konstanten aus den oberen Daten sind § = 2,62 und 


pl = 6,24. 


Ib. CO,-Equilibrierung. 
HbCO = 7,02 Millimol pro Liter. Natrium = 30 Millimol pro Liter. 





CO, — H, CO; NaHb* NaHCO, | HbCO, 

mm Hg mM/Liter : mM Liter om mM/Liter mM/Liter mM/Liter 
2,2 5,9 0,1 7,53 23,7 6,3 — 0,5 
3,3 11,1 0,1 7,36 20,6 9.4 1,6 
7,7 11,6 0,3 7,28 19,1 10,9 0.4 
24,9 12,9 1,0 7,19 17,5 12,5 — 0,6 
28,6 14,6 1,1 7,17 17,1 12.9 0,5 
31,4 14,7 iZ 7,02 14,3 15,7 — 2,2 


* Berechnet nach Gleichung 2 und den oberen Konstanten # und pl. 
Biochemische Zeitschrift Band 237. mn 
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Ila. HC1-Titrierungskurven. 








Hb CO 





Na Hb 


Na Hb 








mM/Liter mM Liter Hb Pai 

10,35 40,00 3,87 8,17 

9,70 30,50 3,14 7,81 

9,13 22,12 2,42 7,48 

8,62 15,50 1,80 7,20 

8,18 7,97 0,97 6,90 

Die berechneten Konstanten aus den oberen Daten sind 8 = 2,27 und 
pl = 6,44. 
IIb. CO,-Equilibrierung. 
HbCO = 7,02 Millimol pro Liter. Natrium = 40 Millimol pro Liter. 
COs o> ome H, COs; p Na Hb* NaHCO; | HbCO, 
mm Hg mM_/Liter mM/ Liter on mM Liter mM/Liter mM/Liter 
36,1 23,0 1,3 6,93 18,6 21,4 0,3 
41,5 23,7 1,5 7,14 17,5 22.5 — 0,3 
52,8 25,3 2,0 7,16 15,8 24,2 — 0,9 
55,8 26,2 2,1 7,24 15,4 24.6 — 0,5 
85,4 31,5 3,2 7,29 10,8 29,2 — 1,0 
* Berechnet nach Gleichung 2 und den oberen Konstanten f und pl. 
IITa. HC1-Titrierungskurven. 
\ RHb Na Hb Na Hb . 

mM|Liter mM/Liter Hb aH 

5,69 26,20 4,61 8,12 

5,52 22,10 4,00 7,86 

5,37 18,25 3,40 7,63 

5,22 14,60 - 2,79 7,39 

5,07 11,20 2,21 7,16 

4,94 7,97 1,61 6,89 

Die berechneten Konstanten aus den oberen Daten sind 9 — 2,46 und 


pl = 6,25. 


IiIb. CO,-Equilibrierung. 


RHb = 6,26 Millimol pro Liter. 


Natrium = 40 Millimol pro Liter. 





Gesamtes 


| H,CO3 


CO, CO, p Na Hb* NaHCO; Hb CO, 
mm Hg mM/Liter mM/Liter oH mM/Liter mM Liter mM/ Liter 
8,4 20,4 0,3 7,61 20,9 19,1 1,0 
215 | 285 0.8 7,52 19.6 20.4 23 
28,1 | 27,3 1,0 7,35 16,9 23,1 3,2 
30 29,1 1,1 7,28 15,9 24,1 3,9 


5 
* Berechnet nach Gleichung 2 und den oberen Konstanten 8 und pl. 
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IVa. HCl-Titrierungskurven. 





R Hb Na Hb Na Hb 


mM/Liter mM Liter Hb Pall 
8,21 30,50 3,72 8,47 
7,73 22,10 2,82 7,92 
7,30 14,63 2.00 7,48 
6,90 7,97 1,15 6,95 
Die berechneten Konstanten aus den oberen Daten sind # = 1,70 und 


pli = 6,28. 


IVb. CO,-Equilibrierung. 
RHb = 8,76 Millimol pro Liter. Natrium = 40 Millimol pro Liter. 





Gesamtes 


CO, H, COx Pp Na Hb* NaHCO, Hb CO, 
mm Hg mM Liter mM, Liter on mM Liter mM/Liter mM Liter 
20,8 13,7 0,8 8,19 28,5 11,5 1,4 
43,5 19,0 1,6 7,76 22,1 17,9 — 0,5 
66,7 23,5 2,5 7,61 19,8 20,2 0,8 
81,3 26,8 30 | 7,40 16,7 23,3 05 


* Berechnet nach Gleichung 2 und den oberen Konstanten # und p'l. 


H,CO, berechnen wir nach H,CO,; = 0,446(W]Pceo,. Die HCl- 
Titrierungskurven waren in allen Fallen befriedigend linear nach der Formel 


NaHb = B (Pa au — pl) Hb. 


Die berechneten Koystanten f und pI fiir jede Hémoglobinlésung sind in 
die Tabellen eingesetzt, und nach diesen Konstanten kann man die Na Hb- 
Konzentrationen in den mit CO, equilibrierten Lésungen berechnen. 
NaHCO; und HbCO, werden ferner nach Gleichung 1 und 2 berechnet. 


Die Resultate sind aus Tabelle I ersichtlich. Sie zeigen ohne 
Zweifel, daB die stéchiometrische Bestimmung des Bicarbonats nach 
elektrometrischer Messung des p,y und Berechnung der Konzentration 
mit Hilfe der HCl-Titrierungskurve geniigend ist, das gesamte Kohlen- 
dioxyd zu erklaren, und nicht vereinbar ist mit der Annahme, dab 
in Hamoglobinlésungen mit CO, von 0 bis 85mm Hg eine meBbare 
Menge von Carbhémoglobin existiert. Diese Folge ist in vollkommener 
Ubereinstimmung mit den vorlaufigen Versuchen von Hastings, Sendroy, 
Murray und Heidelberger. 


Osmotische Bestimmung der Zustandsform des Kohlendioxyds in 
Hadmoglobinlésungen. 


Es gelang uns auch, die Bicarbonatkonzentration in Hamoglobin- 
lésungen mit Genauigkeit nach einer ganz verschiedenen Methode zu 
bestimmen. Dazu benutzten wir die Gefrierpunktsmethode von Stadie 
und Sunderman (1931), mit welcher wir die Gefrierpunktserniedrigung 
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einer Hamoglobinlésung mit einer Genauigkeit von + 0,001°C, d.h. 
+ 0,5mM NaHCO, pro kg Wasser messen kénnen. 

Erstens haben wir eine Reihe kontrollierbarer Versuche angestellt, 
um die verschiedenen nétigen Faktoren zu Hand zu haben, und die 
Berechnung ohne Annahmen zu machen; d. h. 

1. Bestimmung des osmotischen Koeffizienten der H,CO, in 
reinem Wasser. 

2. Bestimmung desselben fiir NaHCQ,. 


Osmotischer Koeffizient der H,CO . 
Wir definieren den osmotischen Koeffizienten wie gewoéhnlich als 


a, 
PH, CO; = 1,86 Cy, co, 


Cu,co, = «P = Mole H,CO, pro kg Wasser; 
Ay, co, = beobachtete Gefrierpunktserniedrigung ; 
1,86 = molare Gefrierpunktserniedrigung. 


Die existierenden Werte sind nicht gut; die von Garelli und Falciola 
(1909), welche von Landolt- Bornstein zitiert sind, sind ungefaihr 13°% 
zu hoch. 

Experimenteller Teil. 


10 bis 15 cem Wasser, mit einigen Stiickchen Eis wurden in ein Gleich- 
gewichtsgefaB gebracht;.der ganze Apparat, wurde im Eisbad auf 0°C ge- 
bracht und reines Kohlendioxyd, das erst Eiswasser passierte, eingeleitet, 
bis Gleithgewicht erreicht war. Die Gefrierpunktserniedrigung wurde nun 
beobachtet, und die Konzentration des gelésten CO, wurde aus dem 
partiellen Druck und dem CO,-Absorptionskoeffizient mit Beriicksichtigung 
des Wasserdampfdrucks und der nétigen Extrapolation des a¢g, zum 
Gefrierpunkt berechnet. 

Tabelle TI. 


Osmotischer Koeffizient der H,CO, in Wasser. aco, (zu 0,14° C extra- 
poliert) = 0,1017 . 10-* Mol pro mm Hg pro kg Wasser. Poo, = 757 mm Hg. 
H,CO, = 0,0769 Mol pro kg Wasser. 





is 
Nr. | "Za O3 PH, 00; 
1 0,138 0,965 
2 0,139 0,972 
3 0,137 0,958 
4 0,138 0,965 
5 0,143 1,000 
6 0,141 0,986 
7 0,140 0,979 


0,98 + 0,02 
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Tabelle II gibt die Resultate dieser Bestimmungen, und es scheint, 
daB der osmotische Koeffizient des gelésten Kohlendioxyds ungefahr 
0,98 ist, wahrend wir in unseren Berechnungen annehmen, daB er 
gleich 1,0 ist. Wenn man nun umgekehrt die Kohlendioxydkonzen- 
tration in Mol pro kg Wasser einer Hamoglobinlésung kennt, kann 
man die 

Au, co, als Au, co, = 1,86 Cy, co; = 1,860 Peco, 


berechnen. 


Osmotischer Koeffizient des Natriumbicarbonats in Wasser. 


Auch hierfiir sind keine guten Werte in der Literatur zu finden, 
und so haben wir die Koeffizienten aus den experimentellen Bestim- 
mungen der Gefrierpunktserniedrigungen wasseriger Lésungen nach der 
Gleichung 

NaHCO, = Axauco, 
: 2. 1,86. Cyanco, 
berechnet. 
Experimenteller Teil. 


Das NaHCO, wurde durch dreifache Umkristallisierung aus Mercks 
Blue Label C. P. NaHCO, prapariert. Die konzentrierte Lésung bei der 
jeweiligen Temperatur, die man nie tiber 25°C steigen lieB, um Na,CO,- 
Bildung zu vermeiden, wurde jedesmal mit CO, geséttigt und langsam in 
der KAalte zur Kristallisation gebracht. Die gewonnene dritte Ausscheidung 
wurde endlich bis ‘zur Gewichtskonstanz iiber P,O, bei Zimmertemperatur 
getrocknet und ihre Reinheit durch quantitative Umsetzung zu Na,CO, 
bei Erhitzung gepriift. 

Das so praéparierte Salz erwies sich nach unserer Bestimmung als 99,9 °% 
rein. Kristallisation und Trocknung wurde stets unter einer CO,-Atmo- 
sphére vorgenommen. 

Die Gefrierpunktsmessungen wurden wie oben im Stadie-Sunderman- 
Apparat gemacht. 

Die Versuche sind von zweierlei Art: 

1. NaHCO, wurde allein im Wasser aufgelést und die Gefrierpunkts- 
erniedrigung direkt bestimmt. 

2. NaHCO,-Lésungen wurden mit einem gewissen CO,-Druck equili- 
briert und die gesamte Erniedrigung durch Abziehen von 4y,c0, = 1,86 «P 
richtiggestellt. 


Die Resultate sind aus Tabelle III ersichtlich; die beiden Ver- 
suchsarten zeigen gute Ubereinstimmung. Ein Vergleich mit dem 
Debye-Hiickellschen Gesetz : 

1— g = 0,35 Vp, 


wo uw gleich Gesamtkonzentration der Ionen ist, zeigt gute Uberein- 
stimmung. 
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Tabelle I11. 
Osmotischer Koeffizient des NaHCO, in Wasser. 





Nr. oarieie J PNaHCO, PNaHCOs 
Mol pro kg Wasser oC Beobachtet Berechnet 

1 0,0224 0,079 0,947 0,948 

2 0,0622 0,211 0,914 0,913 

3 0,0930 0,313 0,905 0,893 

4* 0,1004 0,331 0,896 0.889 

5 0.1004 0,334 0,894 0,889 

6* 0,2015 0,630 0,840 0,843 

7 0,2015 0,633 0,845 0.843 

8* 0,4045 1,170 0,778 0,777 

9 0,4045 1,172 0,778 0,777 


* Reines CO. wurde durch die Lisung geleitet und die gesamte </ durch Abziehung 
von SH,00; korrigiert. 

Wenn man daher die Gesamtkonzentration der Ionen einer 
Hamoglobinlésung kennt, kann man sofort aus der Tabelle III oder 
der obigen Gleichung den richtigen osmotischen Koeffizienten des in 
der Lésung enthaltenen NaHCO, erhalten. 


Osmotische Konzentration des NaHCO, in Hdmoglobinlésungen. 

In einer Hamoglobinlésung, die Base (Natrium) enthalt, ist die 
Gefrierpunktserniedrigung 

Ay = App + Aya+- 

Wenn nun die ‘Lésung mit CO, equilibriert wird, dann wird CO, 
gelést, und es bilden sich Bicarbonationen. Im Gleichgewicht wird 
die Gefrierpunktserniedrigung jetzt 

A = Any + Ana+ + An, co, + Fuco;, 
d.h. 
A— Ay - An, co; aa Auncos: 
Aber da Ay, co, als 1,86 «Poo, berechnet werden konnte, ist es augen- 
scheinlich, daB 
Anco; == A a Ay 7 1,86 Pvo, 
ist. Endlich berechnen wir die stéchiometrische Konzentration des 
HCO; aus den Werten von ¢yeo;, welche in Tabelle II] zusammen- 
gestellt sind, nach der Gleichung 


Cu coz — 


An coz . 
1,86 PH COZ 
Es ist zu bemerken, daB Carbhimoglobin, wenn es in diesen 
Lésungen vorhanden ist, nicht zu der Gefrierpunktserniedrigung bei- 
tragt, weil es eine direkte Verbindung mit Hamoglobin ist, die nicht 
ionisiert ist. 
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Experimenteller Teil. 


Das kristallisierte Haiamoglobin war, wie oben beschrieben, hergestellt 
und auch in einer bestimmten Menge CO,-freier Natronlauge aufgelést. 
Diese NaHb-Lésung wurde ins GleichgewichtsgefaB des Stadie-Sunderman- 
Apparats gebracht, und die Goefrierpunktserniedrigung wurde wie gew6hnlich 
bestimmt. Darauf wurde eine CQO,-haltige Gasphase hergestellt und, 
nachdem das Gleichgewicht vollstandig erreicht war, wiederum die Gefrier- 
punktserniedrigung bestimmt. Die Berechnung ist oben skizziert. 


Tabelle 1V. 


Osmotische Bestimmung der Zustandsformen des Kohlendioxyds in Hamo- 
globinlésungen. Hb = 10 + 1 Millimol pro Liter. Natrium = 40 + 2 Milli- 





mol pro Liter. gHcog = 0.93. 

Gesamtes : ; ”) 
ome CO, CO. HCO, Ties — pen | 
—_ M okg M pro k M pro kg M pro kg 

mm Hg Wieser’ "ieee s oC Wasser Wasser 
1 53,6 29,72 4,68 0,046 26,60 — 1,46 
2 98.8 34,66 8,75 0,045 26,00 — 0,14 
3* 98,9 40,62 5,94 0,058 33,52 — 0,82 
4 129,5 48.59 11,46 0,067 38,70 1,57 
5* 156,0 46,95 13,82 0,063 36,40 — 3,27 
6* 182.3 47,27 16,52 0,054 31,22 — 0,47 
7 207,2 54,40 18,13 0,057 32,95 + 3,32 
8* 213,1 52,95 19,27 0,063 36,41 — 2,73 


* Im Gleichgewicht mit einer stark CO, haltigen Gasphase. 


Die Resultate sind in Tabelle IV dargestellt und sind unzweideutig 
in Ubereinstimmung mit den Titrierungsversuchen. Ein Uberblick 
zeigt, daB die Summe der aufgelésten H,CO, und des osmotisch 
bestimmten Bicarbonats beinahe gerade dem gesamten CO, entspricht. 
Die meisten Werte der Carbhimoglobin-konzentrationen sind zwar 
negativ, obwohl die Halfte der Equilibrierungen in stark CO,-haltiger 
Gasphase erreicht wurden. Es ist nicht nétig, daB man das Vor- 
handensein von irgend etwas Carbhaémoglobin annimmt. 


Zusammenfassung. 


Diese experimentellen Versuche iiber die Zustandsformen des CO, 
in Hamoglobinlésungen beweisen mit gréBter Wahrscheinlichkeit, daB 
nur H,CO, und HCO; als Zustandsformen des CO, im Blute vor- 
handen sind. Weder die elektrometrischen noch die osmotischen Be- 
stimmungen des stéchiometrischen Verhaltnisses der Elektrolyten in 
Hamoglobinlésungen bzw. im Blute geben einen Beweis fiir die Existenz 
von Carbhémoglobin. Die Donnan-Versuche von Henriques bestatigen 
die Aktivitaétsversuche von Stadie und Hawes, und wir wiederholen - 
aber mit viel gréBerer Gewibheit, als wir friiher behaupteten —, dab 
Hamoglobin die Aktivitaét der Bicarbonationen herabsetzt. 
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Es ist nétig hier mit Nachdruck auszusprechen, daB diese Dar- 
stellung iber die Wirkung von Hamoglobin den gewéhnlichen Vor- 
behalten, die man im Sinne behalten muB, wenn man iiber die 
individuellen Aktivitaten spricht, unterliegt. Anders gesagt, unsere 
Experimente beweisen besonders, daB der osmotische Koeffizient von 
NaHCO, derselbe ist bei derselben molaren Konzentration in Hamo- 
globinlésungen wie im Wasser, und in der Tat haben wir diese Annahme 
gemacht bei der Berechnung des HbCO,. Aber die Messung der indi- 
viduellen Aktivitaten mittels der Bestimmung der E.M.K einer 
galvanischer Halbzelle zeigt, daB yyoo; auffallend durch Hamoglobin 
beeinfluBt ist, wie van Slyke, Hastings, Murray und Sendroy (1925) 
und Stadie und Hawes (1928) vielfach gezeigt haben; mit NaCl und Cl- 
ist die Situation dieselbe. Diese Schwierigkeit aber ibt in keiner Weise 
einen EinfluB auf die Folgerungen in dieser Mitteilung; sie betrifft die 
Grundschwierigkeit der Definition und Messung von individuellen 
Ionenaktivitaten, die Stadie und Sunderman (1931) erérterten. 

Zur Erklarung der schnellen CO,-Abgabe aus dem Blute, die 
Henriques zuerst bewies, kénnen wir keine experimentellen Beweise 
hinzufiigen. Natiirlich sind wir bei dem AusschlieBen der Carbhamo- 
globinhypothese zu der Hypothese einer Katalyse gezwungen. Um 
genau festzustellen, welche Reaktion katalysiert und welches der 
genaue Mechanismus ist, sind weitere Versuche erforderlich. 
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I. Einleitung. 


Die Erforschung der Resorptionsfahigkeit des Verdauungstraktus 
hinsichtlich der EiweiBsubstanzen bietet groBe Schwierigkeiten. Schon 
seit langer Zeit befassen sich zahlreiche Forscher mit diesem Problem; 
dennoch ist es noch nicht véllig klargestellt, und vieles ist noch un- 
aufgehellt. Die Schwierigkeiten, die hier im Wege stehen, sind in der 
angewandten Methodik zu suchen. Die meisten Forscher haben nim- 
lich versucht, die diesbeziiglichen Fragen mit Hilfe einer indirekten 
Methode zu lésen, und zwar wurde die Resorptionsfahigkeit der EiweiB- 
verdauungsprodukte meistens mittels der Stickstoffhestimmung der 
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eingenommenen und ausgeschiedenen EiweiBnahrung berechnet. Da 
wir aber bei der Darmtatigkeit mit zwei Faktoren zu rechnen haben, 
nimlich Verdauung und Resorption, die sich nicht gleichzeitig voll- 
ziehen, so sind auch die betreffenden Errechnungen mit Hilfe dieser 
Methode nicht ganz zuverlassig, und es kommt vor, daB die erhaltenen 
Werte den wahrend der Experimente eingefiihrten Eiweibstoffen nicht 
entsprechen. Auch die anderen Methoden zur Bestimmung der Menge 
der verdauten Eiweibstoffe aus der Analyse des Harnstickstoffs sowie 
die Bestimmung des Reststickstoffs im Blut und den Lymphen in dem 
regionaren Gebiet der experimentellen Untersuchungen haben keine 
sicheren und zuverlassigen Werte geliefert. Das gleiche bezieht sich 
auch auf die Prazipitinreaktion nach Freund zur Bestimmung des 
resorbierten EiweiBes, die ebenfalls nur Teilergebnisse liefern kann. 

In letzter Zeit hat M.Chikano, ein Schiiler von Professor Kotake, 
versucht, in bezug auf die Methodik der direkten Untersuchung der 
EiweiBresorption einen Schritt weiter zu kommen, indem er eine neue 
chemische Mikromethode zur Adrenalinbestimmung gefunden hat, 
die gleichzeitig fir die Untersuchung des intermediiren EiweiBb- 
stoffwechsels Anwendung finden kann. Mit Hilfe dieser Methode 
werden die Jodsaure reduzierenden Substanzen im Blutserum bestimmt. 
Auf diese Weise kann Adrenalin in rein wasserigen Lésungen mit sehr 
niedrigen Fehlergrenzen quantitativ bestimmt werden. Wie aber 
Professor Kotake gezeigt hat, findet die Jodséurereduktion nicht nur 
bei Anwesenheit von Adrenalin im Blutserum statt, sondern auch 
bei Anwesenheit von adrenalinahnlichen Substanzen, wie den Derivaten 
von Brenzkavechin sowie auch der Harnsduregruppe, wie Harnsaure, 
Kreatinin usw. und schlieBlich auch bei Produkten des intermediaren 
Stoffwechsels, wie Pepton, Tryptophan, Oxyphenylbrenztraubensaure. 
Es hat sich gezeigt, daB wahrend der Verdauung, besonders wenn die 
Stoffe der letztgenannten Gruppe der resorbierbaren EiweiBabbau- 
produkte im Blute sich eine gewisse Zeit lang stauen, die Jodsaure- 
reduktion im Blute steigt. Daher kann man die Jodséurereduktions- 
methode mit einer gewissen Sicherheit zur Bestimmung der Eiweib- 
resorptionsfahigkeit verschiedener Teile des Verdauungstraktus an- 
wenden. Wenn man demnach einem Tier EiweiBsubstanzen oder 
deren Abbauprodukte per os oder direkt in einen bestimmten Teil 
des Darmtraktus einfiihrt und diese verdauen l4B8t, so kann man 
beobachten, wie bald nach Einsetzen der Resorption die Jodsaure- 
reduktion des Blutserums steigt, so daB die dadurch erhaltenen 
Jodséurewerte als Indikator fiir die Resorptionsstarke des inter- 
mediaren EiweiBstoffwechsels benutzt werden kénnen. 

Da iiber die Resorptionsfahigkeit von EiweiSsubstanzen und deren 
Abbauprodukte in den einzelnen Abschnitten des Darmtraktus noch 
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grobe Unklarheit herrscht, und viele diesbeziiglichen Probleme noch 
nicht aufgehellt sind, habe ich versucht, mit Hilfe dieser Methode 
diese Fragen naher aufzuklaren, indem ich einige wichtige Teile des 
Verdauungstraktus beim Hund exstirpierte und nach der Operation 
den Tieren bestimmte EiweiBsubstanzen verabfolgte. Mit Hilfe der 
Jodsiurereduktionsmethode bestimmte ich dann die Resorptions- 
fahigkeit des iibriggebliebenen Teiles des Verdauungstraktus. AuBer- 
dem habe ich auch in ganz bestimmte Teile des Verdauungstraktus 
EiweiBsubstanzen eingefiihrt und die Resorptionsfahigkeit der betreffen- 
den Teile mit Hilfe dieser Methode verfolgt, um auf diese Weise zu 
versuchen, einige Fragen in bezug auf die physiologische EiweiBresorption 
aufzuklaren. 


II. Material und Methodik. 


Fiir diese experimentellen Versuche habe ich ganz gesunde Hunde 
benutzt. Zunaéchst wurden in den Vorversuchen die normalen Werte der 
Jodsaéurereduktion bestimmt, indem ich den Tieren aus den Ohrvenen 
3 bis 4cem Blut entnahm, diese einige Minuten zentrifugierte und die 
Serumfliissigkeit absonderte. 1,0cem der letzteren benutzte ich zur 
Bestimmung der Jodséurewerte. Nach diesen Vorbestimmungen wurden 
die eigentlichen Untersuchungen angestellt, indem den Tieren eine Thiry- 
Vellasche Darmfistel. entweder waéhrend eines operativen Eingriffs oder 
experimentell, angelegt wurde und nach deren Ausheilung die Resorption 
der untersuchten Substanzen, wozu wir stets eine wéasserige Lésung 
von Witte-Pepton benutzten, die mit Hilfe eines Magenschlauchs direkt in 
den Magen oder direkt in den fraglichen Darmteil eingefiihrt wird, be- 
stimmt wurde. . 


Die chemische Mikromethode von Chikano zur Bestimmung der 
Jodsaéure reduzierenden Substanzen im Blutserum wurde in der Weise 
angewandt, daB. wie bereits beschrieben, 1,0 cem des Blutserums auf | : 38 
verdiinnt und darauf mit 2 Teilen 5°.iger Metaphosphorséure enteiweiBt 
wird. Darauf wird eine abgemessene Menge n/200 Jodatlésung zugesetzt 
und indirekt 4 Minuten zum Sieden erhitzt. Man laBt iiber Nacht unter 
Zusatz von KJ und Starke mit n/200 Thiosulfat stehen und bestimmt dann 
die Reduktionswerte. Nach dieser Methode habe ich die Reduktionswerte 
bei 57 untersuchten Hunden bestimmt und die Mittelwerte daraus errechnet. 


Es hat sich dabei gezeigt, daB, wenn man gesunden Hunden 5,0 g 
Witte-Pepton pro Kilogramm Kérpergewicht in 30°, iger Losung verabfolgt, 
schon nach 14 Stunde die erhaltenen Jodséureziffern eine Steigerung 
erfahren, die nach 2 Stunden ihr Maximum erreichen und darauf allméhlich 
wieder abnehmen, um erst nach 10 Stunden wieder zur Norm zuriick- 
zukehren. Wenn diese Verhaltnisse kurvenmaéBig dargestellt werden. so 
kann man beobachten, daB die Ergebnisse nicht bei allen Versuchstieren 
gleichmaBig ausfallen. Durchschnittlich steigt bei den meisten Tieren der 
Jodséurewert nach 2 Stunden auf 80°,. Nur bei einzelnen Tieren ging 
nach 2 Stunden eine Steigerung von 50 auf 200°, vor sich. Danach ist 
es mit Hilfe dieser Methode nicht nur méglich, die lokalen Resorptions- 
verhaltnisse der einzelnen Teile des Verdauungstraktus zu kléren, sondern 
auch bis zu einem gewissen Grade sich einen Einblick in die zeitlichen 
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Verhaltnisse der Resorptionsvorgange zu verschaffen. Dabei ist noch darauf 
hinzuweisen, daB, wenn die Tiere ausschlieBlich ohne Pepton gefiittert 
werden, die Jodséurereduktionszahl bei zehnmal vorgenommenen Blut- 
serumuntersuchungen in gewissen Zeitabstanden kleine Schwankungen 
aufweist. 


III. Experimentelle Untersuchungen iiber die Eiweifresorption nach 
totaler Magenexstirpation. 


Bei den eigentlichen experimentellen Untersuchungen der betreffenden 
Tiere wird, wenn diese sich noch in véllig gesundem Zustande befinden, 
die Resorptionsfahigkeit des ganzen Verdauungstraktus mit Hilfe der 
Jodsaéurereduktionsmethode untersucht. Darauf wird die totale Magen- 
exstirpation vorgenommen, indem der Osophagusstumpf mit dem oberen 
Teile des Duodenums vereinigt wird. Wenn nach Verheilung der Wunde 
das Tier wieder imstande ist, die gew6hnliche Nahrung aufzunehmen, 
und sein allgemeiner Zustand befriedigend ist. werden die eigentlichen 
Versuche vorgenommen, die sich im Prinzip nicht von den Vorversuchen 
unterscheiden. Es wird dem Tier 5,0 g Witte-Pepton pro Kilogramm 
Koérpergewicht in 30°,iger wiasseriger Lésung mit Hilfe einer Magen- 
sonde ganz vorsichtig per os in den Darmtraktus eingefiihrt und in ge- 
wissen Zeitabstaénden in der bereits geschilderten Weise Blutentnahmen 
vorgenommen und die Jodséurezahlen bestimmt. Diese werden mit denen 
des Vorversuchs verglichen, und aus den erhaltenen Werten kann man 
gewisse SchluBfolgerungen auf den EinfluB der totalen Magenexstir- 
pation auf die EiweiBresorption ziehen. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in den folgenden Tabellen I bis VI und in Kurve | wiedergegeben. 
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Abb. 1. Kontrollversuch. 


Durchsehnittliche Werte der Jodsiiurezahl-steigerung nach 5 g 
Witte-Pepton pro kg Kérpergewicht. 


——— Normal. —— Nach 5g Witte-Pepton. 
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Erste Blutuntersuchung 
Nach 30 Minuten 
1 Std. 


9 


“10 Ore We 


ne 
- Oo 


Versuchstier Nr. 2 


Jodsturezahl 


0.188 
0,184 
0,197 
0,203 
0,203 
0,200 
0,192 
0,184 
0,188 
0,190 
0,194 
0,198 





Tabelle 


Differenz 


0,004 
0,009 
0,015 
0,015 
0,012 
0,004 
0,004 
0 

0,002 
0,006 
0,010 


fa, 


Versuchstier Nr. 3 


Jodstiurezahl 


0,199 
0,197 
0,195 
0,205 
0,195 
0,193 
0,197 
0,197 
0,200 
0,201 
0,193 
0,188 


Differenz 


0,002 
0,004 
0,006 
0,004 
0,006 
0,002 
0,002 
0,001 
0,002 
0,006 
0,011 





Versuchssubstanz: 


Normalzahl 


Nach 30 Minuten 
1 Std. 


9 


Dal Ore Wl 


nore 
_ oO 


5g Witte-Pepton. 


Versuchstier Nr. 10 
Witte-Pepton 80 ¢ 


Tabelle Il 


Schwankungen der Jodséurezahl in 0,5 cem Blutserum nach Einnahme von 


Jodséure- pifferenz 0), 
zahl . 
0,170 . - 
0,340 0,170 100 
0,285 0,115 68 
0,282 0,112 66 
0,236 0,066 39 
0,227 0,057 34 
0,215 0,045 26 
0,184 0,014 8 
0,178 0,008 5 
0,163 0,007 4 
0,179 0,009 5 
0,178 0,008 5 


i. 


Erhaltene Mittelwerte bei 


57 


Versuchstier Nr. 20 
Witte-Pepton 50 g 


Jodsture- 
zahl 
0,178 
0,335 
0,430 
0,400 
0,260 
0,255 
4), 230 
0,195 
0,190 
0,186 
0,202 


0,180 


untersuchten 


Differenz 


0,157 
0,252 
0,222 
0,082 
0,077 
0,052 
0,017 
0.012 
0,008 
0,024 
0,002 


Hunden. 





Normalzahl 


Nach 30 Minuten 
~ 1 Std. 


2 
3 
4 
5 
6 


‘ 
8 


10 
< me 


Jods&urezahl 


0,179 
0,321 


0,: 


330 


0,336 
0,312 
0,287 
0,264 
0,227 
0,210 
0,196 
0,178 
0,181 


Differen 


0,142 
0,151 
0,157 
0,133 
0,108 
0,085 
0,048 
0,031 
0,015 
0,001 
0,002 


Zz 


79 
84 
88 


i4 
60 


— bo 


me Oar a) 
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Tabelle IV. Versuch 1. 
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Totale Magenresektion. 





Versuchstier Nr. 4. 





Versuchssubstanz : 


Vor der Operation 
Witte-Pepton 60 g 


i} Nach der Operation 
Witte-Pepton 47,5 g 





Jodsiure-| pifferenz oj, |\Jodsiure- pifferenz 9/9 

zahl zahl 
Normalzahl 0,188 -- 0,185 — _ 
Nach 30 Minuten 0,425 0,237 126 0,477 0,292 158 
1 Std. 0,474 0,286 152. 0,670 0,485 262 
2 0,482 0,294 156 ~—-0,,580 0,395 214 
3 0,441 0,253 135 0,455 0,270 146 
4 0,359 0,171 91 0,345 0,160 86 
5 0,288 0,100 530,266 0,081 44 
- 6 0,194 0,006 3 | 0,198 0,013 7 
are - - 0,181 — 0,004 |— 2] 
8 — — 0,172 |— 0,013 |— 7 
a ee -- - - 0,155 — 0,030 ;— 16 
“ey: See. — - 0,146 — 0,039 |— 21 





Tabelle V. Versuch 2. Totale Magenresektion. Versuchstier Nr. 17. 











Versuchssubstanz: || 


Nach der Operation 
Witte-Pepton 50 g 


Vor der Operation 
Witte-Pepton 58 g 








Jodsiure-| Differenz oj), Jodséure-| pifferenz 9 

|| zahl | ; zahl 
Normalzahl a . 0,165 _ a 0,147 _ — 
Nach 30 Minuten . y 0,240 0,075 45 , 0,411 0,264 180 
or ail | 0.299 | 0,064 | 39 | 0.536 | 0.389 | 256 
a 2 0,230 0,065 | 39 0,572 0,425 289 
~ 3 0,235 0,070 42 0,492 0,345 235 
a 4 0,235 0,070 42 0,356 0,209 142 
? 5 0,250 0,065 39 0,322 0,175 119 
oe 6 0,177 0,012 7 0,257 0,110 175 
a 7 0,209 0,044 26 0,222 0,075 51 
os 8 0,175 0,010 6 0,207 0,060 41 
FO sy) s 0,166 — 0,005 — 3 0,192 0,045 31 
a aS 0,166 — 0,005 —3 0,159 0,012 9 





Tabelle VI. Versuch 3. Totale Magenresektion. Versuchstier Nr. 15. 


Versuchssubstanz : | 


Vor der Operation 
Witte-Pepton 69 g 


Nach der Operation 
Witte-Pepton 50 g 





| Jodsuure- Differenz %q er Differenz Og 

Normalzahl . . . 0,187 — — || 0,178 + — 
Nach 30 Minuten 0,300 0,113 60 | 0,835 ; 0,157 88 
” 1 Std. 0,305 0,118 63 0,430 0,252 | 142 

2 0,287 0,100 53 || 0,400 | 0,222 | 125 

3 0,285 0,098 52 0,260 0,082 46 

9» 4 0,272 0,085 45 0,255 0,077 43 

5 0,235 0,048 26 =: 0,230 0,052 29 

6 0,198 0,011 6 | 0,195 0,017 10 

7 0,198 0,011 6 0,200 0,022 12 

8 0,187 — 0 0,190 0,012 7 

oo - 0,200 0,013 7) 0,202 0,024 13 

_ = 0,190 0,003 2 || 0,202 0,024 13 
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Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Wenn man die Ergebnisse dieser experimentellen Untersuchungen 
iiberblickt, so zeigt sich, daB beim Hund bei totaler Magenexstirpation 
und nach Verabfolgung von Witte-Pepton die Jodséurezahl schon 
bald einen steilen Abstieg aufweist, der sich, quantitativ berechnet, 
in den Zahlen 0,252 bis 0,425 ausdriicken laBt; prozentual zu den 
Zahlen des Vorversuchs bedeutet das 145 bis 289%. Die Jodsaure- 
zahlen erreichen nach | bis 2 Stunden ihr Maximum, um dann all- 
mahlich wieder zu sinken. Wenn man diese Ergebnisse mit denjenigen, 
die vor der Operation erhalten wurden, vergleicht, so geht ohne weiteres 
daraus hervor, dab nach der Operation auf jeden Fall eine Jodsaure- 
steigerung stattfindet, mit anderen Worten, daB das Resorptions- 
vermégen der Eiweibsubstanzen nach totaler Magenexstirpation beim 
Hund eine Zunahme erfahrt. Diese Erscheinung ist darauf zuriick- 
zufihren, daB die Resorptionsverhaltnisse der EiweiBsubstanzen 
nach der totalen Magenexstirpation beim Hund sich entschieden ver- 
andert haben. Wird einem gesunden Tier Witte-Pepton per os zu- 
gefiihrt, so bleibt dieses eine gewisse Zeit im Magen, und dann werden 
unter der Einwirkung des Magensaftes die Peptone gespalten, um 
nach Passierung des Pylorus in den Diinndarm durch die dort be- 
findlichen Fermente weiter bis zu den Aminosaduren abgebaut und 
resorbiert zu werden. Bei Fehlen des Magens dagegen gelangt die 
Witte-Peptonlésung direkt in den Diinndarm, wird sofort durch die 
Fermente abgebaut und resorbiert, wodurch die Jodsaurezahlen einen 
so schnellen Aufstieg zeigen, verglichen mit den Werten, die bei der 
Verdauung von Witte-Peptonlésung unter physiologischen Verhalt- 
nissen zu beobachten sind. Auf Grund dieser Ergebnisse laBt sich 
schlieBen, daB der Magen selbst hinsichtlich der Resorption von Eiweib- 
substanzen nur die Rolle eines regulierenden Organes spielt. 

Nach den experimentellen Versuchen von Czerny iiber die totale 
Magenexstirpation sind noch mehrere Veréffentlichungen tiber die 
in dieser Hinsicht beim Hund sowie beim Menschen gemachten Beob- 
achtungen erschienen. So sind ahnliche Versuche von Monari, Pachon 
und Carvalla, Hoffmann und Unger, Schlatter, Heilmann und London 
ausgefiihrt worden, wobei sie zu beachtenswerten Feststellungen ge- 
langt sind. Die meisten Forscher haben versucht, auf Grund von all- 
gemeinen Stoffwechseluntersuchungen und Bestimmung der Stickstoff- 
bilanz AufschluB iiber die Resorptionsverhaltnisse der EiweiBsubstanzen 
nach totaler Magenresektion zu gewinnen. Es hat sich dabei gezeigt, 
daB in dieser Hinsicht der Abbau und die Resorption der Eiweibstoffe 
keinen bedeutenden Unterschied zwischen dem Verhalten nach der 
totalen Magenresektion und unter physiologischen Verhaltnissen auf- 
weist. Ich konnte ebenfalls in drei klinischen Fallen nach totaler 
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Magenresektion ein ahnliches Verhalten beobachten. Wie jedoch die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen mit Hilfe der Jodsiurereduktions- 
methode gezeigt haben, besteht doch zeitlich und quantitativ ein 
groBer Unterschied im Vergleich zwischen der Resorption von Eiweib- 
substanzen bei gesunden und bei magenlosen Tieren. Diese Tatsache 
ist bisher noch unbekannt gewesen, da hier zum ersten Male der inter- 
mediare EiweiBstoffwechsel mit Hilfe einer direkten Methode zum 
Gegenstand der Untersuchung gemacht worden ist. 


IV. Experimentelle Untersuchungen iiber die EiweiSresorption nach 
ausgedehnter Darmresektion. 


Auch bei diesen Versuchen wurde bei den zur Untersuchung gelangenden 
Hunden genau wie in vorstehenden Fallen unter normalen Verhaltnissen 
die Jodséurezah!l nach Verabfolgung von Witte-Pepton per os bestimmt. 
Darauf wurde der operative Eingriff vorgenommen. Bei einem Hunde 
wurde zunéchst die gesamte Lange des Jejunums und Ileums gleichzeitig 
gemessen und in der Mitte sowie 8 cm unterhalb der Fleura duodenojeju- 
nalis durchschnitten. Von diesem isolierten Diinndarmteil wurde eine 
Thiry-Vellasche Fistel angelegt und die beiden frei liegenden Darmstiimpfe 
miteinander verbunden. Bei einem anderen Hunde wurde der Diinndarm 


Prozentuale Steigerung 
der Jods&urezahlen 
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Abb. 2. 
Durchschnittliche Werte der Jodsaéurezahlisteigerung nach totaler Magenexstirpation 
und ausgedehnten Diinndarmresektionen. 


Durchschnittliche Werte von 57 Kontrolltieren. 
—— Durehschnittliche Werte nach totaler Magenexstirpation. 

Durchschnittliche Werte nach Resektion der oberen Hilfte (50°/,) des Diinndarms. 
-——- Durchschnittliche Werte nach Resektion der unteren Hilfte (50°',) des Diinndarms. 
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Versuch 1. 


Tabelle VII. 


50°,ige Resektion der oberen Halfte des Diinndarms. 


Versuchstier Nr. 1. 





Vor der Operation 


Versuchssubstanz: Witte- 
Pepton 57g 





= Differenz 9/9 

Normalzahl 0,178 : ‘ 
Nach 30 Minuten 0,281 0,103 58 
m 1 Std. 0,363 0,185 104 
a ae 0,353 0,175 98 
Ne D wg 0,262 0,084 47 
F 2: 0,245 0,067 32 

; »_ 0,180 0.002 1 
BS Ss 0,194 0,016 i) 
> pe 0,192 0,014 8 
i 8 — 0,190 0,012 7 
= es 0,153 0,025 |— 15 
aS 0.169 — 0,009 i— 56 

; Tabelie VIII. 
Versuch 


Nach der Operation 





Versuchssubstanz: W itte- 
Pepton 49¢ 
Jodsture- Differenz a 
zahl bd 
0,141 
0,240 0,099 70 
0,242 0,101 72 
0,242 0,101 72 
0,263 0,122 87 
0,256 0,115 82 
0,200 0,059 42 
0,181 0,040 28 
0,151 0,010 7 
0,147 0,006 4 
0.142 0.001 1 
0,145 0,004 3 


50°, ige Resektion der oberen Halfte des Diinndarms. 


Versuchstier Nr. 5. 





Vor der Operation 





Versuchssubstanz: Witte- 
Pepton 42g 

"os Differenz 0), 

Normalzahl 0,200 _ 
Nach 30 Minuten 0,460 0,260 130 
1 Std. 0,470 0,270 135 
; Sw 0,510 0,310 155 
. Sa 0,420 0,220 110 
, ae 0,270 0,070 35 
tye 0,193 0,007 - 4 
ie 0,180 — 0,020 |—10 
; 7 0,195 — 0,005 — 3 
; oe 0,190 |— 0,010 |— 5 

. ee 

4. -- - -- 


Biochemische Zeitschrift Band 237. 


Nach der Operation 


Versuchssubstanz: Witte- 
Pepton 35¢ 
— Differenz 
0,151 
0,245 0,094 62 
0,263 0,112 74 
0,204 0,053 35 
0,203 0,052 34 
0,187 0,036 24 
0,170 0.019 13 
0,168 0,017 1] 
0,158 0,007 5 
0,146 0,005 3 
0,140 0.011 5 
0,146 0,005 3 
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Tabelle IX. 


Versuch 3. 50°,ige Resektion der oberen Halfte des Diinndarms. 
Versuchstier Nr. 13. 











Vor der Operation Nach der Operation 
Versuchssubstanz: Witte- Versuchssubstanz: Wéitte- 
Pepton 63g Pepton 47g 
— Differenz Vg — Differenz Jo 
| 
Normalzahl ...... | 0,205 — at 0,163 | — 


Nach 30 Minuten... 0,370 0,165 80 0,227 0,064 33 
“o DB... « « « « » | Bee 0,119 58 | 0,270 0,107 | 66 
2 Mees 0,304 0,099 48 | 0,292 0,129 80 


= Bw 0,290 0,085 41 0,244 0,081 50 
a ©: 4 0,294 0,089 43 0,206 0,043 | 26 
Po D oe 0,276 0,071 340,165 0,002 | 1 
a S @ 0,224 0,019 9 | 0,181 0,018 10 
* Pa 0,207 0,002 1 0,166 0,003 | 2 
is Bm 0,210 0,005 2. 0,185 0,022 13 
se! | Oe Cay 0,184 — 0,021 —10 0,175 0,012 7 

24 ,, 0,210 0,005 2 || 0,172 0,009 6 





Tabelle X. 


Versuch 4. 50°,ige Resektion der oberen Halfte des Diinndarms. 
Versuchstier Nr. 27. 











Vor der Operation Nach der Operation 
Versuchssubstanz: Witte- Versuchssubstanz: Wéitte- 
Pepton 55¢ Pepton 58,5¢ 
— Differenz °%o er Differenz 9/9 
Normalzahl ...... | 0,139 - — 0,152 — 


Nach 30 Minuten ... 0,246 0,107 72 | 0,237 0,085 56 
~ Gee. - sie | Qe 0,158 114 = 0,238 0,086 57 





‘ 2 iseis 0,353 0,214 145 0,237 0,085 56 
” ar 0,332 0,193 139 0,260 0,108 71 
© 4, 0,297 0,158 114. 0,287 0,135 89 
% Dix 0,281 0,142 102 | 0,262 0,110 72 
“ DS x 0,272 0,133 96 | 0,227 0,075 49 
» +: oe 0,287 ,; 0,148 106 | 0,207 0,055 36 
‘a Bsa 0,267 0,128 92 || 0,207 0,055 36 
a ie 0,145 0,006 4 | 0,132 — 0,020 —13 

24 ,, 0,142 0,003 2. 0,155 0,003 2 
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Tabelle XI. 


Versuch 1. 50° ,ige Resektion der unteren Halfte des Diinndarms. 
Versuchstier Nr. 3. 





Vor der Operation I Nach der Operation 
Versuchssubstanz: Witte- || Versuchssubstanz: Witte- 
Pepton 65¢ I Pepton 52¢ 
oe Differenz %, promaaae- Differenz 
Normalzahl ..... . | 0,191 _ -- 0,147 - ~ 
Nach 30 Minuten... 0,418 0,217 119 = 0,300 0,153 104 
aie. ..s . | OO 0,169 88 0,314 0,167 114 
, SB iigld' > «le co ae 0,106 57 0,355 0,208 141 
3 0,222 0,031 16 0,355 0,208 141 
4 0,211 0,020 10 = 0,304 0,157 107 
5 0,202 0,011 6 0,230 0,083 56 
6 0,166 — 0,025 —13 0,184 0,037 25 
7 - -- 0,180 0,033 22 
8 0,168 0,023 —12 0,164 0,017 12 
10 0,183 — 0,008 — 4 0,162 0,015 10 
¢ Bw 0,188 — 0,003 — 2 0,147 0 0 





Tabelle XII. 


Versuch 2. 50% ige Resektion der unteren Halfte des Diinndarms. 
Versuchstier Nr. 14. 











Vor der Operation Nach der Operation 
Versuchssubstanz: Witte- Versuchssubstanz: Witte- 
Pepton 55g Pepton 60g 

— Differenz 9% — Differenz 9/9 

Normalzahl ...... | 0,190 — _ 0,175 _ = 
Nach 30 Minuten ... 0,305 0,115 61 0,300 0,125 71 
Tae. s ki eh Oe 0,153 81 0,293 0,118 | 67 
iat «<< ceu BE 0,142 75 0,305 0,130 74 
S trate. <.clee 2 ee 0,076 40 | 0,300 0,125 71 
4, 0,250 0,060 82. 0,297 0,122 70 
. 0,235 0,045 24 0,267 0,092 52 
wy 0,205 0,015 8 | 0,202 0,027 15 
are 0,195 0,005 3 0,181 0,006 3 
e 5 0,189 — 0,001 —1 0,185 0,010 6 
10 , 0,200 0,010 5 0,183 0,008 5 
24 ~=C«s 0,189 ~ 0,001 —] 0,163 0,012 — 7 
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Tabelle XIII. 


Versuch 3. 50° ige Resektion der unteren Halfte des Diinndarms. 
Versuchsticr Nr. 31. 








Vor der Operation Nach der Operation 
Versuchssubstanz: Witte- Versuchssubstanz: Witte- 
Pepton 55g Pepton 50g 
Jodsture-| i ferenz 0 Jodsiure- nitrerenz 0 
zahl . 0 zahl 4 0 


Normalzahl ..... . || 0,185 _ ~— 0,150 sa rie 
Nach 30 Minuten ... | 0,350 0,165 89 0,291 0,141 94 
s Sa & & wees 0,330 0,145 78 0,311 0,161 107 


- S Sine) es bee ee 0,060 32 0,325 0,175 116 
4 Be Sr, 0,232 0,047 25 0,340 0,190 127 
pa S i, 0,221 0,035 14 0,347 0,197 131 
ps Ste; 0,191 0,006 3 0,293 0,143 95 
6 0,189 0,004 2 0,240 0,090 60 
a 7 % 0,190 0,005 3 0,220 0,070 47 
ie - he 0,215 0,030 16. 0,214 0,064 43 
fA 10 0,191 0,006 8 0,165 0,015 10 

Ss . 0,190 0,005 8 0,155 0,005 3 


Tabelle XIV. 


Versuch 4. 50° ige Resektion der unteren Halfte des Diinndarms. 
Versuchstier Nr. 32. 











Vor der Operation Nach der Operation 
Versuchssubstanz : Witte- Versuchssubstanz: Witte- 
Pepton 54 ¢ Pepton 43,5 g 
Jodsaure- | oy Jodsture- § a, 0 
| gahl | Differenz Io mnt Differenz 0 
Normalzahl ..... . | 0,185 — — 0,180 


Nach 30 Minuten ... | 0,302 0,117 65 0,300 0,120 67 
4 [me . . ose EF oe 0,145 78 0,319 0,139 7% 

P S we. ¢ oe eee 0,115 62 0,365 0,185 103 
ie S tah; 5 Ss - 2 eee 0,100 54s 0,411 0,231 128 
Se. 4 wo ee ee 0,050 27 0,383 0,203 113 

os mo he. 3 gree 0,180 — 0,005 — 38 0,307 0,127 71 
6 0,157 |— 0,028 |—15 | 0,211 0,031 17 

* 7 Ga, 4 Sa 0,165 |— 0,020 |—11 0,214 0,034 19 
me 8 4. ew oe oH O16 |\— 0,000 —11 0,217 0,037 21 
>» ie OE Se 0,180 i— 0,005 |— 3 0,220 0,040 22 
wy Oe Be ek eT OC i Os |= 8 i O20 0,009 5 
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Tabelle XV. 











Mittelwerte toteler Mittelwerte nach Mittelwerte nach 

el he oe 

Jod- Jod- Jod- 
siure- |Differenz'.°/9  sture- Differenz °/)  sture- Differenz /9 

zahl zahl zahl 
Normalzahl 0,170; — — | 0,152 | =o) = 
Nach 30 Min. 0,405 | 0,235 | 1386 0,287 0,085| 57 0298 0,138 85 
‘ 1Std. 0,545 0,375 | 221 0,253 O01, 66 0,334 O71 105 
ja 0,517 | 0,347 | 208 0,244 0,092; 61 0,338 0,175 107 
” Dis 0,402 | 0,232 | 136 0,243 0,091; 60 0,852 0,189 116 
— 0,319 | 0,149 | 88 0,234 0,082) 54 0,333 0,170 104 
sae 0,273 | 0,103 61 0,199 0,047; 31 0,274 0,111 68 
— an 0,217 | 0,047 28 | 0,189 | 0,037 | 24) 0,209 | 0,046 28 
o —_ 0,201 | 0,031 18 | 0,171 0,019 14. 0,199 0,036 23 
“ D2 0,190 | 0,020 12 (0,171 0,019 14. 0,195 0,032 20 
a: 0,183 0,013 8 0,147 —0,005 —3 0,183 0,020 12 
ae. 0,176 0,006 4 0,155 0,003 2 0,164 0,001 1 


in der Mitte und am Endteil des [leums durchschnitten und in dem auf 
diese Weise isolierten Darmteil ebenfalls eine Thiry-Vellasche Fistel an- 
gelegt. Die beiden frei liegenden Stiimpfe wurden auch hier miteinander 
verbunden. Die resezierten Darmteile betrugen in beiden Fallen 50°, 
der gesamten Diinndarmlange. 

In einer bestimmten Zeit nach der Operation, nachdem der allgemeine 
Zustand der Tiere wieder ein befriedigender war und diese wieder mit der 
gewohnlichen Nahrung gefiittert werden konnten, wurden die experimen- 
tellen Untersuchungen vorgenommen, und zwar in derselben Weise wie 
bei den Hunden mit totaler Magenresektion. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind aus vorstehenden Tabellen VII bis XV und Kurve 2 ersichtlich. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Wie die hier angefiihrten experimentellen Versuche zeigen, sinkt 
die maximale Jodsaurezahl nach Verabfolgung einer bestimmten Menge 
von Witte-Pepton, wenn der obere Diinndarmteil um 50°, seiner Lange 
reseziert wird, im Vergleich zu den entsprechenden Zahlen des Vor- 
versuchs. Hierbei ergibt sich allerdings eine zeitliche Verzégerung 
des Resorptionsvorgangs. Im allgemeinen konnte man regelmabig 
beobachten, wie mit der Abnahme der maximalen quantitativen Jod- 
séurezahl eine Verlangerung der Resorptionszeit eintrat. Im zweiten 
Versuch, bei dem der untere Diinndarmteil um 50°, seiner Lange re- 
seziert wurde, zeigte die Jodsiurezahl] im allgemeinen eine leichte 
Zunahme oder das gleiche Verhalten wie vor der Operation. Vergleicht 
man die erhaltenen Jodsadurezahlen nach der Resektion des unteren 
Dinndarmabschnitts mit den Zahlen, die man beim Vorversuch er- 
halten hat, so zeigt sich, daB die Resorption beim Vorversuch schlechter 
vor sich ging als nach der Operation. Umgekehrt liegen die Verhalt- 
nisse bei den Versuchen, wo ein Teil des oberen Diinndarms reseziert 
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wurde. Hier beobachtet man im Vorversuch eine bessere Resorption 
als nach der Operation. Wie aus diesen experimentellen Versuchen 
hervorgeht, zeigen die vergleichenden Ergebnisse der Jodsaéurezahlen vor 
und nach dem operativen Eingriff bei den Versuchstieren ganz ent- 
gegengesetzte Resultate. Um die Ursache dieses entgegengesetzten 
Verhaltens zu erkliren, geniigt es, wenn man die bei den Versuchs- 
tieren erhaltenen Ergebnisse mit denjenigen vergleicht, die wir bei 
den gesunden Hunden erhalten hatten, und zwar an Hand der durch- 
schnittlichen Werte aus Tabelle III. 

Aus den angefiihrten Tabellen und Kurven ist die Steigerung 
der Jodsaéurezahlen nach der Magenresektion sowie nach ausgedehnter 
Darmresektion genau ersichtlich. Es zeigt sich hier, daB bei Tieren, 
wo die obere Halfte des Diinndarms reseziert und eine entsprechende 
wasserige Lésung von Witte-Pepton verabfolgt wurde, die dabei er- 
haltenen Jodséurezahlen niedriger waren als die durchschnittlichen 
Jodsaurezahlen bei normalen Hunden nach Verabfolgung der gleichen 
Menge von Witte-Pepton. Wenn man die Jodséurezahlen dieser Tiere 
kurvenmaBig verfolgt, so zeigen sich beim gesunden Hund die maxi- 
malen Werte der Jodsaurezahlen nach 2 Stunden, bei den Tieren, 
denen ein Teil des oberen Diinndarms entfernt wurde, dagegen bereits 
nach 1 Stunde; nach 10 Stunden kehren sie hier wieder zur Norm 
zurick. AuBerdem zeigen die mittleren maximalen Jodséurezahlen 
beim normalen Tier héhere Werte als die maximalen Jodséurezahlen 
beim operierten, Tier, und zwar betrigt die Differenz 0,056. 

Vergleicht man die Ergebnisse bei denjenigen Tieren, bei denen 
die untere Halfte des Diinndarms entfernt wurde, ihrerseits mit den- 
jenigen der gesunden Tiere, so zeigt es sich, daB die erhaltenen maximalen 
Jodsaurezahlen der operierten Tiere ebenso ausfallen wie die der nor- 
malen Tiere; sie kénnen sogar eine leichte Steigerung im Vergleich 
zu den maximalen Mittelwerten bei den normalen Tieren aufweisen, 
die sich bis auf 0,032 belaufen kann. Dabei ist noch darauf hinzuweisen, 
daB der Resorptionsvorgang bei den operierten Tieren verzégert er- 
scheint, indem die maximalen Jodséurezahlen erst nach 3 Stunden 
erreicht werden und selbst nach Ablauf von 24 Stunden der Resorp- 
tionsvorgang noch weiter fortschreitet. Daraus geht hervor, daB nach 
Resektion eines Teiles der unteren Halfte des Diinndarms der Resorptions- 
vorgang im Vergleich zu dem unter normalen Verhaltnissen in der Er- 
reichung seines maximalen Héhepunktes verzégert wird und auch die 
resorbierte EiweiBmenge in diesem Stadium gréBer ist als normaler- 
weise, was sich in einer verhaltnismaBigen Zunahme der maximalen 
Jodsiurewerte auBert. 

Aus diesen Betrachtungen geht deutlich hervor, daB nach Re- 
sektion eines Teiles der oberen Halfte des Diinndarms die Resorption 
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von Witte-Peptonlésungen bedeutend schlechter vor sich geht als nach 
Resektion eines Teiles der unteren Halfte des Diinndarms, wo die 
Resorptionsfahigkeit keinerlei EinbuBe erleidet. Hieraus geht mit 
aller Deutlichkeit hervor, daB hinsichtlich der EiweiGresorption der 
oberen Halfte des Diinndarms eine gréBere Bedeutung zuzuschreiben 
ist als der unteren Halfte. 

Auf Grund der hier erhaltenen Ergebnisse iiber die Resorptions- 
fahigkeit des Diinndarms in bezug auf EiweiBstoffe halte ich es fiir 
gerechtfertigt, mich der Ansicht von T'rzebicky, Rhdémann-Nagano 
und anderen Autoren anzuschlieBen, daB naimlich die Resektion des 
Jejunums gréBere Gefahren in sich birgt als die Resektion des Ileums 

Uber die kompensatorische Funktion des iibriggebliebenen Diinn- 
darmteils sind die Ansichten der Forscher noch geteilt. Trzebicky 
und andere haben eine solche nicht beobachten kénnen. Dagegen liegen 
Berichte dariiber von Monori, Nagano, Soejima u. a. vor, die eine Ver- 
dickung und Hypertrophie des iibriggebliebenen Diinndarmteils beob- 
achtet haben. Vor allem weist Stasoff darauf hin, daB nach seinen 
Untersuchungen nach Resektion des Jejunums eine kompensatorische 
Tatigkeit des Dickdarms wahrzunehmen und nach Resektion des 
Ileums die gleiche Erscheinung beim Magen, Duodenum und Jejunum 
zu beobachten ist. Meine Beobachtungen in dieser Beziehung laufen 
auf Grund meiner Untersuchungen dahin aus, da nach Resektion 
der oberen Diinndarmhilfte keine kompensatoriscle EiweiBresorption 
in irgendeinem Teil des Darmes festzustellen ist. ‘Daher teile ich die 
Ansicht von Brychanow, nach der es fraglich erscheint, ob nach Je- 
junumresektion eine kompensatorische Funktion in Tleum und Dick- 
darm eintritt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB nach Resektion eines 
Diinndarmteils eine geringe kompensatorische EiweiBresorption ein- 
setzt, jedoch ist diese bei weitem nicht so stark wie vor der Operation. 
Anders liegen die Verhaltnisse nach Resektion von -Darmteilen ces 
Ileums. Hier konnten wir bei unseren Versuchen beobachten, daB 
die Resorptionskraft des oberen Diinndarms noch stirker war als vor 
der Operation, wie dies aus den erhaltenen Jodsiéurezahlen hervorgeht. 
Aus dieser Tatsache geht hervor, daB der Duodenum und der Jejunum, 
die eine groBe Bedeutung fiir die EiweiBresorption an und fiir sich 
besitzen, nach Resektion des Ileums eine kompensatorische Verstarkung 
der EiweiBresorption aufweisen kénnen. 

Auf Grund der in diesem und dem vorhergehenden Kapitel ge- 
schilderten Versuche in bezug auf die EiweiBresorption im Verdauungs- 
traktus nach totaler Magenresektion sowie nach ausgedehnter Diinn- 
darmresektion kann man nach den dabei erhaltenen Ergebnissen fest- 
stellen, daB die Resorption von EiweiBsubstanzen sich am starksten 
in der oberen Halfte des Diinndarms vollzieht, im unteren Diinndarm- 
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teil dagegen schwiacher. Was den Magen betrifft, so zeigt es sich, daB 
dieser nur ganz minimal oder gar nicht an der EiweiBresorption be- 
teiligt ist. Ob diese Feststellungen zutreffend sind oder nicht, wollte 
ich durch die hier folgenden Untersuchungen iiber die einzelnen Ab- 
schnitte des Verdauungstraktus in bezug auf ihre Eiweibresorptions- 
fahigkeit entscheiden. 


V. Experimentelle Untersuchungen iiber die Eiwei8resorption 
der Magenwand. 


Wir lieBen den zur Untersuchung kommenden gesunden Hund 
einen Tag vor der Operation hungern und injizierten ihm pro Kilo- 
gramm Ko6rpergewicht 1 ccm einer 1°, igen Lésung von Kuraregift, 
wodurch eine Lahmung seiner motorischen Nervenbahnen bewirkt wird. 
Bald darauf wird das Tier tracheotomiert und kiinstliche Atmung eingeleitet, 
darauf die Laporotomie ausgefiihrt und vorsichtig der Pylorusteil unter- 
bunden. Dann werden die Bauchdecken geschlossen und eine Osophagos- 
tomie ausgefiihrt und von hier aus eine Magensonde in den Magen ein- 
gefiihrt. Durch die Sonde wird die zur Untersuchung benutzte Versuchs- 
fliissigkeit in den Magen geleitet. Nach Einfiihrung der Versuchsfliissigkeit 
wird die Sonde abgeklemmt, so daB dieselbe nach Ablauf einer bestimmten 
Zeit je nach Bedarf geéffnet werden kann. Als eiweiBartige Versuchs- 
fliissigkeit benutzte ich 3,0 g Witte-Pepton pro Kilogramm Kérpergewicht 
in 50% iger Lésung. Die Blutentnahme zur Untersuchung des Jodséure- 
reduktionsvermégens geschah aus der Ohrvene. Die diesbeziiglichen 
Blutuntersuchungen wurden einmal vor Ausfiihrung der Operation, ein 
zweites Mal bald nach der Kurareinjektion und ein drittes Mal '% Stunde 
nach Ejinfiihrung der Versuchsfliissigkeit vorgenommen. Weitere Blut- 
untersuchungen erfolgten stiindlich wahrend weiterer 6 Stunden. Nach 
Ablauf von 3 Stunden nach Einfiihrung der Versuchsfliissigkeit wurde die 
Abklemmung des Magenschlauchs aufgehoben und dabei die Jodséurezahl 
im Blutserum bestimmt und diese mit den Ergebnissen nach der Kurare- 
injektion verglichen. Der Einflu8 der Kurareinjektion und des operativen 
Eingriffs auf die Jodséurezahl des Blutserums wurde an gesunden Kontroll- 
tieren untersucht, die man 24 Stunden hungern lieB, und bei denen die 


Tabelle XVI. 


Kontrollversuch. Versuchstier Nr. 63. 





Jodsiurezahl Diffes renz 
Morgens .. . nar ah me 0,180 
Nach Operation . iim te Sy 0,175 
eS i el 0,171 = 0,004 
eae ate «= 0,171 — 0,004 
‘ ‘ 0,155 — 0,020 


” 
a] 
“ 
” 
oo 
” 


2 » 

APP DE 0,172 — 0,003 
oregon 0,179 0,004 
5. 0,178 9,008 
i 0,179 0,004 
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gleichen Kurareinjektionen und der gleiche operative Eingriff vorgenommen 
wurden. Es wurden hierbei am Morgen vor dem operativen Eingriff eine 
Blutuntersuchung und nach der Kurareinjektion sowie nach dem operativen 
Eingriff weitere Blutuntersuchungen ausgefiihrt. Darauf wurden in weiteren 
stiindlichen Blutuntersuchungen waéhrend 6 Stunden die Jodséurezahlen 
bestimmt. Der EinfluB der Kurareinjektion sowie des operativen 
Eingriffs auf die Jodséiurereduktion im Blute war kein groBer; die erhaltenen 
Jodséurezahlen wiesen nur ganz geringe Schwankungen auf. 


In zahlreichen Untersuchungen konnte ich feststellen, da8 durch die 
Kurareapplikation und durch den operativen Eingriff die Jodséurezahlen 
nur ganz minimal beeinfluBt werden. Wenn man die durchschnittlichen 
Werte von 20 auf diese Weise untersuchten Hunden iiberblickt, so zeigt 
sich, wie gering die Schwankungen der Jodséurezahlen wahrend der 
6 Stunden nach der Operation im Vergleich zu denjenigen vor der Operation 
sind. Die Héchststeigerung betragt hierbei 0,0001. Daher kann man bei 
der Untersuchung der Resorptionsfahigkeit der EiweiSsubstanzen mit 
Hilfe der Jodséurezahl einen Einflu8 der Kurarewirkung sowie des opera- 
tiven Eingriffs véllig ausschlieBen, es sei denn, daB die kiinstliche Atmung 
nicht sachgem&8 ausgefiihrt wird oder der allgemeine Zustand des Tieres 
nach der Operation eine Verschlechterung erleidet, wobei groBe Schwan- 
kungen der Jodséurezahlen auftreten kénnen. Weiter konnte man beob- 
achten, daB 10 Stunden nach der Kurareinjektion die Jodséurezahl sich 
etwas verminderte. Bei weiter angestellten Blutuntersuchungen tritt mit 
der einsetzenden Verschlechterung des allgemeinen Zustandes des Tieres 
eine Steigerung der Jodséurezahl ein. Die Ergebnisse aller dieser Unter- 
suchungen sind aus den vorstehenden Tabellen XVI und XVII deutlich 


ersichtlich. 
Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Wenn man die Ergebnisse dieser Untersuchungen iiberblickt, 
so kann man beobachten, daB die Schwankungen der Jodsiurezahlen 
im allgemeinen nicht mehr als 0,005 betragen mit Ausnahme eines 
Falles, wo ein plétzlicher Anstieg derselben bis auf 0,020 auffiel. 
Diese Schwankungen sind daher als physiologische Schwankungen 
zu betrachten, oder, wie es bei einem Tier der Fall war, als 
Schwankungen, die auf technische Versuchsfebler zuriickzufiihren sind. 
Man kann daher annehmen, daB nach Verabfolgung von 3,0 g Witte- 
Pepton pro Kilogramm Kérpergewicht in 50°%iger Lésung im 
Hundemagen, der von dem iibrigen Verdauungstraktus abgeschlossen 
ist, bei der Untersuchung des Blutserums keine Beeinflussung der Jod- 
siurezahl zu konstatieren ist. Daraus geht deutlich hervor, daB die 
Peptonlésung durch die Magenwand nicht resorbiert wird und nicht 
in die Blutbahn eintritt. Nach diesen Feststellungen kann man schlieBen, 
daB der Magen hinsichtlich der Resorptionsfihigkeit, wenigstens der 
EiweiBsubstanzen, keine Rolle spielt. Man kann hier einwenden, daB 
unter physiologischen Bedingungen der Magen die eingefiihrten EiweiB- 
stoffe doch resorbiert hatte, und zwar sei durch die Kurare- 
injektion die Jodséurereduktion beeinfluBt worden, wodurch 
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die EiweiBresorption nicht zum Ausdruck kommt. Demgegeniiber 
ist zu bemerken, daB, wie die weiter folgenden Untersuchungen zeigen 
werden, im ganzen Darmtraktus, in dem eine EiweiBresorption vor 
sich geht, dieselbe trotz der Kurareinjektion durch Bestimmung des 
Jodséurereduktionsvermégens deutlich verfolgt werden konnte. 


Was die EiweiBresorptionsfahigkeit des Magens betrifft, sind 
zahlreiche experimentelle Untersuchungen angestellt worden, z. B. 
von Tappeiner, v. Anrep, Tobler, G. Lang, Schleunert, London, Polow- 
zowa, Tschekunow, Zunz, Salaskin u.a. In allen diesen Arbeiten wird 
die Resorptionsfaihigkeit des Magens auf Grund von indirekten Unter- 
suchungsmethoden beurteilt, und zwar meistens durch Bestimmung 
des Reststickstoffs im Magen nach Probemahizeiten, wobei nicht 
immer gleichartige Resultate erzielt wurden. Deshalb gehen auch die 
Ansichten der erwahnten Forscher iiber die Resorptionsfahigkeit des 
Magens auseinander. 


Ich habe die eben angefiihrten Untersuchungen zu dem Zwecke 
vorgenommen, um festzustellen, ob EiweiBbstoffe, die dem Magen 
direkt zugefiihrt werden, von diesem direkt resorbiert und dem Blute 
zugefiihrt werden, um auf diese Weise Klarheit dariiber zu schaffen, 
ob der Magen bei der EiweiBresorption eine gewisse Rolle spielt oder 
nicht. Da durch die Bestimmung der Jodsaurereduktion im Blutserum 
eine direkte Methode. geschaffen wurde, durch die’ man die Schwan- 
kungen des intermedisren EiweiBstoffwechsels deutlich verfolgen kann, 
so habe ich versucht, dieselbe auch auf die Resorptionsfaihigkeit der 
Magenwand anzuwenden. Es hat sich hierbei gezeigt, daB, wie aus den 
geschilderten Versuchen deutlich hervorgeht, der Magen kein Re- 
sorptionsvermégen fiir EiweiBstoffe besitzt. Daher halte ich mich 
fiir berechtigt, in der Streitfrage iiber die Eiweibresorptionsfahigkeit 
des Magens, die einerseits von London und seinen Schiilern bestritten, 
andererseits dagegen von J'obler und anderen Forschern bejaht wird. 
die Ansicht von London und seinen Schiilern nach den Erfahrungen 
meiner Untersuchungen zu unterstiitzen. 


VI. Experimentelle Untersuchungen iiber die }Eiwei8resorption 
in den einzelnen Abschnitten des Darmtraktus. 


Bei einem Teile dieser Versuche wurde die Thiry-Vellasche Fistel 
benutzt, die ich schon friiher bei der Untersuchung der EiweiBresorptions- 
fahigkeit des Diinndarms nach Resektion einzelner Teile bei diesen Tieren 
angelegt hatte (s. Kapitel [V); und zwar wurde bei einem Teil der Versuchs- 
tiere die obere Halfte des Diinndarms teilweise reseziert und eine Thiry- 
Vellasche Fistel angelegt. Bei anderen Versuchstieren wurde die untere 
Diinndarmhilfte reseziert und ebenfalls eine Thiry-Vellasche Fistel an- 
gelegt. In allen diesen Fallen betrug die Lange der Darmfistel 50°, der 
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gesamten Diinndarmlange. Gleichzeitig wurden dieselben Versuche bei 
kuraresierten Hunden vorgenommen, wobei die Tiere nach Einleitung 
kiinstlicher Atmung laporotomiert wurden. In einzelnen Diinndarm- 
abschnitten des Verdauungstraktus wurde alsdann eine Thiry-Vellasche 
Fistel angelegt, und zwar in folgender Anordnung: 

1. Thiry-Vellasche Fistel im oberen Drittel des Diinndarms, be- 
ginnend 8 cm unterhalb der Flexura duodenojejunalis. 

2. Thiry-Vellasche Fistel im mittleren Drittel des Diinndarms. 

3. Thiry-Vellasche Fistel im unteren Drittel des Diinndarms. 

4. Thiry-Vellasche Fistel im Duodenumteil, beginnend unterhalb des 
Pylorus bis 8cm unterhalb der Flexura duodenojejunalis, wobei die Pan- 
kreas- und Gallenausfiihrungsgiénge mit Kaniilen verbunden und deren 
Saftabsonderung nach auBen abgeleitet wurde, so daB die EiweiBresorption 
im Duodenum von diesen Séften unbeeinfluBt vor sich gehen konnte. 

5. Thiry-Vellasche Fistel im Dickdarm, wobei der Dickdarm vom 
Ileum abgelést und als Ganzes fiir diese Fistel verwendet wurde. 

Bei diesen Versuchen wurde jede Fistel mit zwei Kaniilen in den be- 
treffenden Fistelmiindungen versehen. Nur bei der Dickdarmfistel wurde 
eine Kaniile im Anus eingefiihrt. Mit Hilfe eines Schlauches wird durch 
eine dieser Kaniilenéffnungen die betreffende eiweiBhaltige Lésung in die 
Darmfistel eingefiihrt und darauf die Kaniile abgeklemmt. Nach 3 Stunden 
wird die Kaniile geéffnet und der Rest der nachgebliebenen Untersuchungs- 
fliissigkeit zum AusflieBen gebracht. Nur in einigen Fallen wurde die Fistel 
mit einer physiologischen Kochsalzlésung durchgespiilt. Bei der Dickdarm- 
fistel wurde die Abklemmung wahrend der ganzen Versuchszeit beibehalten. 

Prozentuale Steigerung 
der Jodséurezahlen 
' 
100'- 


% 


50 











Zeit 30’ 7 2 3 4 5 6 Sta 


Abb. 3. 
Durchschnittliche Werte der Jodsiurezahl-steigerung nach Fistelbildung.im oberen und 
unteren Diinndarm. 
Durchschnittliche Werte der Jejunum und Ileumfistel (2,4 M.). 
— -— Durchsehnittliche Werte der oberen Diinndarmfistel (50°/,). 
seseeeeee Durehschnittliche Werte der unteren Diinndarmfistel (50° ,). 
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Als Versuchslésung wurden ebenfalls 3,0 g Witte-Pepton pro Kilogramm 
K6érpergewicht in 50°,iger Lésung verwendet. Der weitere Verlauf der 
Untersuchungen ging in derselben Weise vor sich wie bei den vorhergehenden 
Versuchen. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind aus den Tabellen XVIII 
bis XX VII und den Kurven 3 bis 5 ersichtlich. 


Jodsiurewerte 
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0,060 
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Zeit 30°7 é J ¥ § 6 Std 
Abb. 4. 


EiweiBresorption der Dickdarmwand. 





Durchschnittliche Werte nach Witte-Pepton. 
Durehschnittliche Werte beim Kontrollversuch. 
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Jodsaurewerte 
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0,060 Ragen veg 





0,040 
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Zeit 30°7 2 3 ¥ 5 6 Std 


Eiweifresorption der Diinndarmwand 
Durchschnittliche Werte beim Kontrollversuch. 
----- Durehschnittliche Werte der Duodenalfistel 
Durehschnittliche Werte der oberen Diinndarmfistel. 





--«-«. Durehschnittliche Werte der mittleren Diinndarmfistel. 
— Durchschnittliche Werte der unteren Diinndarmifistel. 
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Tabelle XIX. 


Uber die EiweiBresorption der Diinndarmwand. Obere Darmfistel (50 °,). 





| Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 
| Versuchstier Nr. 22 | Versuchstier Nr. 27 || Versuchstier Nr. 28 





Versuchssubstanz: Witte-Pepton 











39,6 g 33 g 22 ¢ 
50 °/gige Wasserlsg. | 50 °/gige Wasserlsg. 50 °/sige Wasserisg. 
— Differenz or Differenz or~ af Differenz 
. 
Normalgahl ..... . | 0,181 — 0,148 -- 0,172 - 


Nach 30 Minuten. . . . | 0,368 0,187 0,281 | 0,133 0,262 0,090 
1Std. ..... || 0,344 0,168 | 0,242 | 0,094 | 0,233 | 0,061 


sa > iw. 0,244 0,063 0,234 0,086 0,233 0,061 
“a ys 0,250 0,069 , 0,189 0,041 ,; 0,193 0,021 
, . 0,238 0,057 | 0,227 0,079 | 0,189 0,017 

. i 0,185 0,004 | 0,197 0,049 | 0,184 0,012 


6 ,-... +. 0,210 | 0,029 | 0,226 | 0,078 | 0,174 | 0,002 


Tabelle XX. 


Uber die EiweiBresorption der Diinndarmwand. Untere Darmfistel (50°,). 





Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
Versuchstier Versuchstier || Versuchstier Versuchstier 
Nr. 14 Nr. 31 Nr. 32 Nr. 37 





Versuchssubstanz: Witte-Pepton 





33 g, 50 °/oige || 29,4g, 50 %oige, 32,5g, 50 /cige | 32,5¢, 50 Ipige 
Wasserlisung | Wasserlisung  Wasserlisung Wasserlisung 





Jod- 


Jod- Jod- : _ _ 
Diffe- | < Diffe-  < Diffe- 7 Diffe- 
Svan) | rene || “ayy | rene “ranr | Tene || Sony Fene 
Normalsah]l . .. . |0,125; — j|0,185|; — (|0,162); — 0,168 - 


Nach 30 Minuten . | 0,180 0,055 0,245 0,060 0,228 0,066 0,210 0,042 
ss 1Std. . . . | 0,190 | 0,065 | 0,237 0,052 | 0,248 0,086 0,206 0,038 
0,175 0,050 0,235 | 0,050 0,232 0,070. 0,195 0,027 


to 


” ” 


» 8,  «. « « |0,170 | 0,045 | 0,232 0,047 0,192 0,030 0,220 | 0,052 

4 0,168 | 0,043 0,235 0,050 0,225 0,063 0,218 | 0,050 
» «+ « « | 0,135 |} 0,010 0,205 0,020 0,211 0,049 0,200 | 0,032 
wa + 3 ww, PLS 0,185 0 0,161 —0,001) 0,175 0,007 


on 
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Tabelle XXI. 
Mittelwerte nach Fistelbildung (50°) im oberen und unteren 
Diinndarm. 
Obere Diinndarmtistel i Untere Dinndarmfistel 
= Differenz %o [Podeaue- Differenz Of 
Normalzahl ...... 0,167 _ a 0,160 — — 
Nach 30 Minuten 0,303 0,130 81 0,216 0,056 35 
Pa Se Se OS os 0,278 0,106 63 0,220 0,060 37 
os - ce tw hy eee a 0,237 0,070 42 0,209 0,049 31 
ee ei a 0,211 0,044 26 0,204 0,044 28 
; _ enone ae arta 0,218 0,051 31 0,212 0,052 33 
+S 5 0,189 0,022 13 0,188 0,28 18 
ba S aretah. & «a 0,203 0,036 22 0,162 0,002 1 
Tabelle XXII. 
Uber die EiweiBresorption der Duodenalwand. 
— Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
(Fistel- (Fistel- (Fistel- (Fistel- (Fistel- 
lange 0,3 m) linge 0,3 m) lange 0,38 m) || lange 0.3m) linge 0,3 m) 
Verenche- V ersuchs- Versuchs- Versuchs- Versuchs- 
tier Nr. 102 tier Nr. 100 tier Nr. 97 tier Nr. 99 tier Nr. 101 
Versuchs- 
substanz 18,4¢ 30 g 27,2¢g 18,6 g 
Witte-Pepton 
Jod- . Jod- Jod- P Jod- - Jod- - 
Diffe- Diffe- Diffe- | 2°¢- | pitte- | J°4-_ pitte- 
sture-| “renz 8¥Fe- ‘renz SAUF-| yen | SAUFC-) yong | SAUTE) yonz 
Morgens 0,185 — |0145 — (0,166 — |0216 — 0176 — 
Nach Operation (0,139 — 0,160 — |0,164 — (0,223 — |0180 — 
» 30 Min. 0,138 -0,001) 0,205 0,045 | 0,214.0,050 0,268 0,045 0,233 0,053 
- 1Std.. . | 0,136 -0,003 ante gees 0,198 0,034 | 0,263 0,040 0,223 0,043 
gee 0,128'-0,011 repens Sms 0,053 0,253 0,030 0,208 0,028 
» &, .. | 0,128/-0,011 0,195)0,035 | 0,209 0,045 0,253 0,030 0,218 0,038 
» 4, . . | 0,137 -0,002 | 0,205 0,045 | 0,2090,045 0,234 0,011 0,197 0,017 
» 8, . . | 0,183 -0,006) 0,212 0,052 | 0,195.0,031 0,218 -0,005 0,201 0,021 
. e. 0,130 -0,009 0,215 0,055 0,193 0,029 0,223 0 0,193, 0,013 











— 
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Tabelle XXIII. 


+ ° ° ° ° os 
Uber die Eiwei8resorption der Diinndarmwand. 


Drittels des Diinndarms. 
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Fistel des oberen 











Morgens 


Nach Operation . 


30 Minuten 
1 Std. 
2 » 
o 
4 » 
a 
os 


? 


Versuch 1 


Versuch 2 


Versuch 3 











Versuch 4 





Versuchstier Versuchstier Versuchstier Versuchstier 
Nr. 56 Nr. 59 Nr. 78 Nr. 90 
Versuchssubstanz : Witte-Pepton Raha Sore 
30 g 28,5 ¢ 25,2 ¢ mn Ss 2 
ait agp te) nee 
0,167; — 0,187; — 0,191 — 0,212 
0,180 = 0,189' — 0,195 — 0,200 a 
0,320 0,040 0,257 0,068 | 0,256; 0,061' 0,285 0,085 
0,309 0,129) 0,238 0,049 0,277) 0,082 0,275 0,075 
0,290 0,110 | 0,237 | 0,048 0,239! 0,044 0,245! 0,045 
0,275 0,095 0,247 0,058 0,224) 0,029 0,230) 0,030 
0,197 0,017 0,230 | 0,041 0,206 0,011. 0,195 0,005 
0,187 0,007 0,195 | 0,006 0,200 | 0,005 0,200 0 
0,182 0,002 0,189 0 0,189 |—0,006 0,198 —0,002 


Tabelle X 


XIV. 


Uber die EiweiBresorption der Diinndarmwand. 
Drittels des Diinndarms. 


Fistel des 


{ 


mittleren 





Versuchssubstanz : 


Morgens 


Versuch 1 


Versuchs- 
tier Nr. 81 


35,1 g 
Witte-Pepton 


Versuch 2 
Versuchs- 
tier Nr. 83 
30,6 
Witte-Pepton 


Jod- 


Nach Operation 


” 


” 


- 


“ 


30 Min. 
1 Std. 
a 
a 
e. 
aes 
ely 


Biochemische Zeit 


Jod- - ' 
nat ffe- -p.| Diffe- 
sare rene || on 
0,175 — 0155 — 
0,179 — (0,153 — 


0,255 0,076 0,195 0,042 
0,245 0,066 0,215 0,062 
0,253 0,074 | 0,213'0,060 
0,248 0,069 | 0,195 0,042 
0,240 0,061 | 0,167.0,014 
0,240'0,061 | 0,175 0,022 
0,225 0,046 | 0,170/0,017 


schrift Band 237. 


Versuch 3 
Versuchs- 
tier Nr. 84 
294 ¢ 
W itte-Pepton 


Jod- | Diffe- 
— | sean 
zahl . 


0,175, — 

0,179) — 

0,233 0,054 
0,235 0,056 
0,249 0,070 
0,205 0,066 
0,205 0,026 
0,204 0,025 
0,200 0,021 


Versuch 4 
Versuchs- 
tier Nr. 85 
32,7 g 

Witte-Pepton 
Jod- 
siure- 
zahl 


Diffe- 
renz 
0,155) — 

0,165 — 

0,225 0,060 
0,225 0,060 
0,209 0,044 
0,215 ,0,050 
0,205 0,040 
0,180.0,015 
0,185 0,020 


Versuch 5 
Versuchs- 
tier Nr. 86 


33 g 
Witte-Pepton 


Jod- | n:; 
care 
0,149 — 
0154. — 
0,210; 0,056 
0,212) 0,058 
0,218 0,064 
0,214 0,060 
0,152 — 0,002 
0,155 0,001 
0,169 0,015 

99 
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Tabelle XXV. 


EiweiBresorption der Diinndarmwand. Fistel des unteren Drittels 
des Diinndarms. 











Versuch 4 























aan. 1. Semaane. | Soumeue | Veanknoe 
Nr. 87 Nr. 88 Nr. 89 Nr. 91 
Versuchssubstanz Witte-Pepton 
are 28,2¢ 32,5¢ -5 32,1 g ra, 
| |S a oe 
Morgens 10,195; — |0,175| — {o174! — 0203) — 
Nach Operation . . || 0,199 — 0,186 ~ 0,175 — 0,198; — 
, 80Minuten . ||0,250 0,051 0,213 0,027 0,217 0,042 | 0,226 0,028 
»  18td. (0,252 0,053 0,223 0,037 0,225 | 0,050 | 0,236 | 0,038 
bo ‘iw 0,250 0,051 0,232 0,046 0,230 0,055 0,242 0,044 
ae oe 0,253 0,054 0,232 0,046 0,224 | 0,049 | 0,248 | 0,050 
4 0,232 0,033 0,217 0,031 0,225 0,050 0,248 | 0,050 
ep te 0,235 0,036 0,205 0,019 0,225 0,050 0,288 0,040 
: 6 0,229 0,030 0,187 0,001 0,220 0,045 0,238 0,040 
Tabelle XX VI. 
EiweiBresorption der Dickdarmwand. Dickdarmfistel. 
Versuch 1 ~ Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
(0,31 m) (0,29 m) (0,28 m) (0,34 m) 
Versuchstier Versuchstier Versuchstier Versuchstier 
| Nr. 70 Nr. 103 Nr. 104 Nr. 105 
Versuchssubstanz: Witte-Pepton 
30,6 g 29,1 g 24,6 g 42,6 ¢ 
BESS 
Morgens 0,140 | — 0,155 — 0,161 _ 0,186 — 
Nach Operation. . |0,142' — |0,145| — |0,161' — (0,196) — 
30 Minuten 0,137 -0,005 0,150 0,005 | 0,171 0,010 0,207 0,011 
a 0,137 -0,005 0,153 | 0,008 | 0,176 0,015 0,207 0,011 
» 2 4 «+ + 0,157) 0,015 0,160 0,015 | 0,176 0,015 0,226 0,030 
. By «+ « 0,162} 0,020 | 0,160 | 0,015 | 0,196 0,035 0,236 0,040 
a. . . /0,222 0,080 0,180 | 0,085 0,196 0,035 0,266 0,070 
5, ‘id }0,227 | 0,085 | 0,195 | 0,050 0,223 0,062 0,266 0,070 
ni BS ; oa 0,077 | 0,200 | 0,055 | 0,251 0,090 0,265 0,069 
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Tabelle XXVII. 


Vergleichende Zusammenstellung der maximalen Jodséure-differenz-werte 
in einzelnen Fistelpartien des Diinndarms. 


Obere Diinndarmfistel (50°/,). 





Versuchstier Maximale Jodséurezah! 
22 0,187 
27 0,133 
28 0,090 
Im Mittel: 0,136 


Untere Diinndarmfistel (50°/). 





Versuchstier Maximale Jodsiurezahl Versuchstier Maximale Jods&urezah) 


32 0,086 31 0,060 
14 0,065 37 0,052 


Im Mittel: 0,066. 


Fistel des oberen Drittels des Diinndarms. 





Versuchstier Maximale Jods&urezahl Versuchstier Maximale Jodsiurezahl 
56 0,140 78 0,082 
90 0,085 59 0,068 


Im Mittel: 0,094. 


Fistel des mittleren Drittels des Diinndarms. 





Versuchstier Maximale Jodséurezahl Versuchstier Maximale Jodsdurezah! 


81 0,076 83 0,062 
84 0,070 85 0,060 
86 0,064 


Im Mittel: 0,066. 


Fiste] des unteren Drittels des Diinndarms. 











Versuchstier Maximale Jodshurezah! Versachstier Maximale Jodséurezah! 
89 0,055 91 0.050 
87 0,054 88 0,046 
Im Mittel: 0,951. 
Duodenalfistel. 
Versuchstier Maximale Jodsiurezahl Versuchstier Maximale Jodsaurezabl 
109 0,054 97 0,053 
101 0,053 99 0,045 


Im Mittel: 0,052. 
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Zusammenfassung der Ergebnisse. 


l. Ergebnisse der Untersuchungen iiber den Einflu8B der 
Operation und der Kurareinjektion auf die EiweiBresorption 
des Diinndarms. 

Zu diesem Zwecke wurden bei 5 Tieren nach der Kurareinjektion 
eine Fistel im ganzen Jejunum und Ileum angelegt und hier die fiir 
diese Versuche benutzte Eiweiblésung eingefiihrt, wobei die Jodsaure- 
zahl stiindlich bestimmt wurde. Wie aus Tabelle XVIII hervorgeht, 
ging die Eiweibresorption dabei in der gleichen Weise vor sich wie 
beim normalen Hund. Auch hier tritt nach ein oder zwei Stunden der 
maximale Anstieg der Jodséurezahl ein, die danach allmahlich zuriick- 
geht. So sieht man z. B. in Versuch 2, daB die Jodsdéurezahl nach 
2 Stunden auf 0,177, bei Versuch 3 ebenfalls nach 2 Stunden auf 
0,136 und bei Versuch 4 nach 1 Stunde auf 0,115 steigt; beim 
fiinften Versuch stieg sie wiederum nach 1 Stunde auf 0,133. Wenn 
man die mittlere Steigerungszahl dieser fiinf Falle nimmt und sie 
prozentual berechnet, so erhalt man eine maximale Jodsauresteigerung 
von 85°). wahrend dieselbe beim ganz normalen Hund 88°, betragt. 
Daraus geht ohne weiteres hervor, da weder die Kurareeinwirkung 
noch der operative Eingriff auf die EiweiBresorptionsfahigkeit des 
Diinndarms einen EinfluB ausiibt. Die Resorptionsvorginge gehen 
fast unverandert genau wie unter physiologischen Verhaltnissen vor 
sich, wie aus Tabelle XVIII ersichtlich ist. 


2. Ergebnisse der Untersuchungen iiber die EiweiBresorption 
in der oberen Diinndarmfistel (50°, der gesamten Lange). 

Bei diesen Versuchen tritt, wie aus Tabelle XIX _ hervorgeht, 
schon nach einer halben Stunde nach Verabfolgung der entsprechenden 
Eiwei8lésung die maximale Jodsaéurezahl auf, um danach allmahlich 
wieder zurickzugehen, und nach 6 Stunden wieder bei der Norm an- 
zulangen. Die maximale Steigerung der Jodsaurezahl betrug bei 
diesen Versuchen 0,090 bis 0,178, im Mittel also 0,136, was prozentual 
berechnet 82°, ausmacht, wie Tabelle XIX zeigt. 


3. Ergebnisse der Untersuchungen iiber die EiweiBresorption 
in der unteren Diinndarmfistel (50°, der gesamten Lange). 

Auch bei diesen Versuchen tritt die maximale Steigerung der Jod- 
siurezahl, wie aus Tabelle XX ersichtlich ist, eine halbe Stunde nach 
Verabfolgung der gleichen EiweiBlésung ein. Bei diesen Versuchen 
betrug die Steigerung der maximalen Jodséurezahl im Mittel 0,066, 
d.h. prozentual 42°. 

Wenn wir die Ergebnisse der Versuche iiber die EiweiBresorption 
der unteren und der oberen 50°,igen Diinndarmfistel vergleichend 

















Resorption von EiweiBabkémmlingen im Verdauungstraktus. 331 


betrachten, so ist, wie die vergleichenden Tabellen und Kurven deutlich 
zeigen, die Steigerung der maximalen Jodséurezahl bei der oberen 
Dinndarmfistel bedeutend héher als bei der unteren Diinndarmfistel. 
Dies geht aus Tabelle XXI und Kurve 3 deutlich hervor. 


4. Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Eiwei®resorption 
in den einzelnen Abschnitten des Darmtraktus. 

Auf Grund der eben angefiihrten Versuche mit der Thiry-Vella- 
schen Fistel im oberen und unteren Diinndarm hat sich herausgestellt, 
daB die Resorptionskraft des oberen Diinndarmteils starker ist als die 
des unteren, wie die errechneten Jodsdurezahlen zeigen. Wir be- 
zweckten mit diesen Versuchen, festzustellen, wie die Resorption in 
den einzelnen Abschnitten des Darmtraktus vor sich geht. Wir in- 
jizierten bei diesen Versuchen Kurare, dann nahmen wir den opera- 
tiven Eingriff vor und legten schlieBlich eine entsprechende Darmfistel 
an, in die Witte-Peptonlésung eingefiihrt wurde. 


Wenn man die erhaltenen Ergebnisse vergleichend betrachtet, 
so zeigt sich, wie aus den urspriinglichen und den vergleichenden 
Tabellen XXII bis XXVII hervorgeht, daB die héchsten maximalen 
Jodsaiurezahlen, wie bereits erwahnt, auf den oberen Diinndarmteil 
entfallen, nimlich im Durchschnitt 0,136, wahrend die gleichen Werte 
fur den unteren Dinndarmteil nur 0,066 betragen. Das beweist, daB 
die Resorptionsfahigkeit des unteren Diinndarmteils bedeutend schwacher 
ist. Aus den weiteren Untersuchungen mit Hilfe von Thiry-Vellaschen 
Fisteln in den einzelnen Darmteilen ergibt sich, daB im oberen Drittel 
des Diinndarms (hauptsachlich im Jejunum) die durchschnittlichen 
Werte der maximalen Jodsiurevermehrung 0,094 betrugen, im mitt- 
leren Drittel des Diinndarms (hauptsachlich im oberen Lleumteil) 
fiir die gleichen Werte 0,066 und im unteren Drittel des Diinndarms 
(hauptsaichlich im unteren Heumteil) 0,057.  Hieraus ersieht man, 
daB von dem gesamten Jejunum und Ileum die héchsten Jodsaure- 
zahlen auf den oberen Jejunumabschnitt entfallen; danach folgt der 
obere [leumteil und zuletzt der untere Ileumteil. Besonders deutlich 
kommen diese Unterschiede zum Vorschein, wenn man die Jodséure- 
zahlen des Jejunums mit den Jodséurezahlen des unteren Ileum- 
abschnittes vergleicht. Man findet dabei einen Unterschied von 0,043, 
was den Unterschied in der Resorptionskraft der EiweiBsubstanzen 
zwischen diesen beiden Abschnitten deutlich illustriert. 


Was die EiweiBresorption des Duodenums betrifft, so weisen die 
maximalen Jodsaurezahlen, wie aus Tabelle XXII hervorgeht, eine 
Steigerung von 0.052 auf. Wenn man dabei aber die Kiirze dieses 
Darmabschnittes und die Tatsache beriicksichtigt, daB hier nur 2,0 ¢ 
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Witte-Pepton pro kg K6érpergewicht verabfolgt wurden, so zeigt sich 
klar, daB hier die Werte noch héher sein miissen als in den vorher 
erwahnten Diinndarmabschnitten. Dies wird durch einen Vergleich 
der maximalen Jodséure-differenzwerte in Tabelle XX VII besonders 
klar verdeutlicht, die sich auf die Resultate der Jodséiurewerte im 
Verhaltnis zur Diinndarmlinge der entsprechenden Fistel und der 
verabfolgten Witte-Peptonmengen beziehen. Hieraus geht klar hervor, 
daB die héchste Resorptionsfahigkeit von EiweiBsubstanzen dem 
Duodenum zukommt, darauf folgt der Jejunumteil und zuletzt der 
mittlere und untere Diinndarmteil. 


Was die Eiweibresorptionsfahigkeit des Dickdarms betrifft, so 
zeigte sich bei den Untersuchungen mit der hier angelegten Thiry- 
Vellaschen Fistel laut Tabelle X XVI, Kurve 4, daB die Jodsaure- 
werte nach Verabfolgung der Witte - Peptonlésung eine langsame 
Steigerung erfuhren und erst nach Ablauf von 5 bis 6 Stunden eine 
mehr oder weniger starke Steigerung der Jodséurezahlen wahrzunehmen 
ist. Eine langere Verfolgung der Resorptionskraft des Dickdarms 
konnte aus technischen Griinden nicht erfolgen, so daB eine definitive 
Beurteilung der Eiweibresorptionsfihigkeit des Dickdarms nicht vor- 
genommen werden kann. Auf Grund der Ergebnisse der sechsstiindigen 
Beobachtung der Jodsiéurewerte ist nur festzustellen, daB dieselben 
am SchluB der Versuchszeit ziemlich hoch waren. 


4 
VII. Zusammenfassende Betrachtung der gesamten Ergebnisse. 


Auf Grund der gemachten Erfahrungen ist anzunehmen, dab 
mit Hilfe der Chikanoschen Methode der Bestimmung der Jodsaure re- 
duzierenden Substanzen des Blutes die Méglichkeit besteht, die physio- 
logische Bedeutung der einzelnen Abschnitte des Verdauungstraktus 
fiir die Eiweibresorption genau zu verfolgen, besonders bei aus- 
gedehnten Resektionen am Verdauungstraktus. Da in bezug auf 
die EiweiSresorptionsfahigkeit der einzelnen Abschnitte des Ver- 
dauungstraktus noch manche Unklarkeiten bestehen, habe ich versucht, 
mit Hilfe der genannten Methode einige Klarheit in die diesbeziiglichen 
noch strittigen Fragen zu bringen, 


Die Ergebnisse meiner Untersuchungen zeigen, daB, wenn man 
einen gesunden Hund eine Peptonlésung einnehmen la8t, durch die 
Verdauungs- und Resorptionstatigkeit des Magen-Darmkanals bald 
eine voriibergehende Stauung der betreffenden Resorptionsprodukte 
im Blute eintritt, die sich in einer Steigerung der Jodséurewerte im 
Blutserum dokumentiert. Diese maximalen Werte der Jodsaurezahlen 
im Blutserum zeigen gewisse Schwankungen, die auf die individuelle 
Resorptionsfahigkeit des Verdauungstraktus der einzelnen Tiere zu- 
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rickzufiihren ist. Es hat sich jedoch bei den diesbeziiglichen Versuchen 
ergeben, daB 1 bis 2 Stunden nach Verabfolgung der Peptonlésung 
die maximalen Jodsdurewerte erreicht werden, die dann allmahlich 
wieder zur Norm zuriickkehren. Indem ich einem normalen Hund 
eine bestimmte Peptonliésung verabfolgte und darauf den Verlauf 
der Jodséurewerte in bestimmten Zeitabschnitten beobachtete, konnte 
ich feststellen, daB diese als physiologisch zu betrachten waren und 
daher als Ausgangspunkt fiir meine diesbeziiglichen Untersuchungen 
dienen konnten. Ich habe also verschiedene Teile des Darmtraktus 
auf operativem Wege isoliert und dabei beobachtet, wie sich das Fehlen 
derselben auf die Resorptionsfahigkeit der Eiweifbstoffe auswirkt, 
bzw. ob dadurch die Resorption dieser Stoffe in den einzelnen Ab- 
schnitten des Verdauungstraktus beschrankt wird. 

Zu diesem Zwecke habe ich zunichst den Magen sowie in anderen 
Versuchen einzelne ausgedehnte Abschnitte des Darmtraktus isoliert 
und in diese isolierten Teile eine Witte-Peptonlésung eingefiihrt. Dabei 
habe ich die Jodsaurewerte verfolgt und auf Grund der erhaltenen 
Jodsdurezahlen eine gewisse Vorstellung iiber die Resorptionsfahigkeit 
der isolierten Abschnitte in bezug auf EiweiBstoffe gewonnen, die auch 
fiir die allgemeine Beurteilung der physiologischen Bedeutung dieses 
oder jenes Abschnittes des Verdauungstraktus in bezug auf die Eiweib- 
resorption von Wert sein kann. 

Werden EiweiBstoffe dem Magen per os zugefiihrt, so werden sie 
anfanglich unter Einwirkung des Magensaftes in Peptone und Albumosen 
gespalten und bleiben so lange dort liegen, bis sie durch die reflek- 
torische Offnung des Pylorus in den Duodenum iibergehen kénnen, 
wobeies noch eine strittige Frage ist, ob die im Magen noch stagnierenden 
EiweiBspaltungsprodukte von der Magenwand resorbiert werden oder 
solange liegen bleiben, bis die nachste Pyloruséffnung eintritt und sie 
durch die Magenperistaltik in den Duodenum weiterbeférdert werden. 
Durch die direkte Zufuhr von Eiweibstoffen auf operativem Wege 
in den von den anderen Darmteilen isolierten Magen konnte man im 
Blutserum keine Veranderungen oder irgendwelche Beeinflussung 
der Jodsaiurezahl feststellen. Daraus geht hervor, daB im Magen keine 
Resorption von Eiweibstoffen stattfindet, sondern daB der Magen 
nur als Regulationsorgan zu betrachten ist. 

Werden dagegen Eiweifsubstanzen selbst oder deren Spaltungs:- 
produkte, wie Peptone und Albumose unter Umgehung des Magens, 
der als Regulationsorgan zu betrachten ist, direkt in den Duodenum 
gebracht, so werden sie bald unter der Einwirkung der Fermente 
Trypsin und Erepsin in verschiedene Aminoséuren zerlegt und bald 
darauf von der Darmwand resorbiert. Dies geht deutlich aus den- 
jenigen Untersuchungen hervor, bei denen der Magen total reseziert 
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und die Eiweibstoffe dem Duodenum direkt zugefiihrt wurden. Denn 
dabei konnte man bald bemerken, wie eine schnelle und maximale 
Steigerung der Jodsdurewerte im Blutserum auftrat, so daB die EiweiB- 
spaltungsprodukte schnell resorbiert wurden. Diese von uns zum ersten 
Male festgestellte Tatsache der abnormen Stauung der Produkte des 
intermediaren EiweiBstoffwechsels im Blute nach totaler Magenresektion 
ist meines Erachtens fiir gewisse klinische Zwecke und tierexperimentelle 
Untersuchungen von groBer Bedeutung, da damit zuerst der Beweis 
erbracht worden ist, daB der EiweiBstoffwechsel durch eine totale 
Magenresektion keine Beeintrachtigung erfahrt. 

Bei den Untersuchungen tiber die Eiweibresorption nach totaler 
Magenexstirpation hat sich auf Grund der Schwankungen der Jod- 
siurewerte, nach denen man nicht nur die quantitativen, sondern auch 
die zeitlichen Verhaltnisse der EiweiBresorption verfolgen kann, er- 
geben, dab, wenn die EiweiBsubstanzen in den Duodenum gelangen, 
bald eine sehr lebhafte EiweiBresorption stattfindet, wie es die Jod- 
siurezahlen klar beweisen. Zur Bestaétigung dieser Feststellung wurde 
eine T'hiry-Vellasche Fistel im Duodenum angelegt, und es hat sich 
tatsichlich gezeigt, daB die EiweiBresorption in diesem Darmteil am 
stirksten vor sich geht. 

Der Abbau der EiweiBstoffe bis zur Aminoséure geht nicht immer 
gleichmaBig vor sich. Daher werden diejenigen EiweiBabbauprodukte, 
die im Duodenum nicht resorbiert wurden, in den weiter unten liegenden 
Darmteilen abgebaut und resorbiert. Demnach ist es wichtig festzustellen, 


wie die Resorptionsverhaltnisse in den tibrigen Diinndarmteilen liegét:.. 


Es wurde aus diesem Grunde der Jejunumteil untersucht, indem er 
anfainglich reseziert wurde (50%, der gesamten Diinndarmlainge) und 
nach Erholung des Tieres diesem eine bestimmte Witte-Peptonlésung 
verabfolgt wurde. Darauf wurden die Resorptionsverhaltnisse auf Grund 
der Jodsauresteigerung verfolgt und die erhaltenen Ergebnisse mit 
denjenigen unter normalen Verhaltnissen verglichen. Es hat sich 
hierbei gezeigt, daB der Jejunumteil des Diinndarms fiir die Resorption 
der EiweiBstoffe von groBer Bedeutung ist. Diese Feststellung wurde 
noch unterstiitzt durch die direkten Untersuchungen mit der Thiry- 
Vellaschen Fistel der oberen Halfte des Diinndarms (50°, der gesamten 
Diinndarmlange) und der gleichen Fistel vom oberen Drittel des Diinn- 
darms. Durch alle diese Versuche ist die Wichtigkeit dieses Darmteils 
fiir die EiweiBresorption ohne weiteres erwiesen, wie dies besonders 
aus der Steigerung der Jodséurezahlen nach Verabfolgung der W itte- 
Peptonlésung in der Fistel des oberen Drittels des Diinndarms deutlich 
hervorgeht. 

Auch im [leumteil des Diinndarms wird die..EiweiBresorption 
fortgesetzt. Aber wie die diesbeziiglichen Untersuchungen ergeben 
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haben, findet sie hier nicht in der gleichen Starke statt wie im Jejunum- 
teil. Wird namlich die untere Halfte des Diinndarms reseziert (um 
50°, der gesamten Diinndarmlinge) und die gleiche Wéitte-Pepton- 
lésung verabfolgt, wie bei normalen Tieren, so kann man beobachten, 
daB die Resorption in derselben Weise vor sich geht wie unter normalen 
Verhaltnissen, oder sogar noch etwas starker, was aus den erhaltenen 
Jodsaurezahlen ersichtlich ist. Auch die Verfolgung der Resorptions- 
verhaltnisse in der unteren 50° igen Diinndarmfistel sowie in der Fistel 
des unteren Drittels des Diinndarms hat deutlich gezeigt, daB die Re- 
sorptionsfahigkeit des oberen Diinndarmteiles der des unteren iiber- 
legen ist. Es hat sich ferner ergeben, da8 nach Resektion der unteren 
Diinndarmhalfte die Resorption in der oberen Diinndarmhalfte und 
im Duodenum noch lebhafter als unter normalen Verhaltnissen vor 
sich geht, so daB der Verlust der unteren Halfte durch die lebhaftere 
Resorption der oberen Diinndarmhalfte kompensiert wird und keine 
Stérung der Eiweibresorption eintritt. Dagegen kann nach Resektion 
des oberen Diinndarmteiles der zuriickbleibende Ileumteil (50°, der 
gesamten Diinndarmlainge) und der Duodenum diesen Verlust nicht 
kompensatorisch ersetzen, und die Eiweibresorption wird bedeutend ver- 
schlechtert im Vergleich zu dem normalen Zustand. 


Wenn wir die Ergebnisse iiber die Eiweibresorptionsfahigkeit 
des Diinndarms in seinen einzelnen Abschnitten iberblicken, so zeigt 
sich an Hand der ausgefiihrten Untersuchungen,’ daB dieselbe am 
lebhaftesten tm Duodenum vor sich geht, an zweiter Stelle folgt der 
Jejunum- und an dritter und letzter Stelle der Lleumteil. 


Die EiweiBresorptionsfihigkeit des Dickdarms zeigt ein eigen- 
artiges Verhalten im Vergleich zum Diinndarm. Wahrend bei letzterem 
die EiweiBstoffe bald resorbiert werden und binnen einer halben oder 
einer Stunde die Jodsaurezahlen ihre maximalen Werte erreichen, 
welche nur einige Stunden anhalten, ist es beim Dickdarm anders. 
Hier geht der Anstieg der Jodsaéurezahlen langsam vor sich, und erst 
nach 5 bis 6 Stunden gegen AbschluB des Versuchs erreichen diese ihre 
maximalen Werte. Ein diesbeziiglicher Vergleich mit dem Diinndarm 
ist schwer anzustellen, da man die maximale Jodséuresteigerung nicht 
feststellen konnte, weil bei AbschluB des Versuchs die Jodsaurezahlen 
noch im Steigen begriffen waren. Auf Grund dieser Teilergebnisse 
laBt sich jedoch folgern, dab die Eiweibresorptionsfaihigkeit des Dick- 
darms nicht gering zu schatzen ist, wie dies gewohnlich getan wird. 


Wenn man die gesamten Ergebnisse meiner Versuche iiberblickt, 
so kann man erstens sehen, daB mit Hilfe des von mir benutzten 
Witte-Peptons die Mdéglichkeit gegeben war, die Verdauungs- und 
Resorptionsverhaltnisse in den einzelnen Abschnitten des Verdauungs- 
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traktus in gewisser Weise aufzukliren, obwohl es noch nicht geklart 
ist, durch welche Substanzen die Verainderungen der Jodsdurewerte 
bewirkt werden. Ob die Veranderung der Jodsdurezahlen durch Stauung 
von Pepton im Blutserum oder durch bestimmte kernhaltige Amino- 
sduren oder andere Derivate bewirkt wird, ist nicht mit voller Sicherheit 
festzustellen. Daf dieselbe aber durch Zufuhr und Resorption von 
Witte-Pepton zustande gebracht wird, steht auBer Zweifel. 


VIII. SchluBfolgerungen. 


1. Zur Untersuchung der Resorptionsverhiltnisse von Eiweib- 
abkémmlingen im Verdauungstraktus beim Hund habe ich die Chikano- 
sche Methode der Bestimmung der Jodséure reduzierenden Substanzen 
des Blutes benutzt, die sich bestens bewahrt hat. 

2. Werden einem gesunden Hunde pro Kilogramm Kérpergewicht 
5,0 g einer wasserigen Witte-Peptonlésung per os verabfolgt, so ist 
die Resorption nach 2 Stunden am lebhaftesten und ist nach 10 Stunden 
als beendet zu betrachten. 

3. Der Magen ist nur als Regulierungsorgan zu betrachten und 
besitzt keine Eiweibresorptionsfaihigkeit. 

4. Nach totaler Magenexstirpation vollzieht sich die Resorption 
von Witte-Pepton schneller und starker als unter normalen Bedingungen. 

5. Nach ausgedehnter oberer Diinndarmresektion (50°, der ge- 
samten' Diinndarmlange) ist die Resorption von Witte-Pepton deutlich 
gestért und erreicht nicht die Starke wie unter normalen Bedingungen. 


6. Wird die obere Diinndarmhalfte (50°, der gesamten Diinn- 
darmlange) reseziert, so wird die mangelhafte und gestérte Resorptions- 
fahigkeit durch den tibriggebliebenen Teil nicht kompensiert. 

7. Wird die untere Diinndarmhdélfte (50°, der gesamten Diinn- 
darmlange) reseziert, so zeigt die Resorptionsfaihigkeit keinen wahr- 
nehmbaren Unterschied im Vergleich zu derjenigen unter normalen 
Verhaltnissen. 

8. Nach ausgedehnter unterer Diinndarmresektion (50°, der ge- 
samten Diinndarmlange) ist anzunehmen, daB die Resorptionsfahigkeit 
hauptsachlich durch das Jejunum geniigend kompensiert wird. 

9. Wird die Resorptionskraft der oberen Diinndarmfistel (50°, 
der gesamten Diinndarmlainge) mit der unteren Diinndarmfistel (50°, 
der gesamten Diinndarmlainge) verglichen, so zeigt die erstere ein 
deutliches Ubergewicht. 

10. Im Diinndarm sowie im Dickdarm wird die 50°%,ige Witte- 
Pepton-Lésung gut resorbiert. 
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11. Im ganzen Diinndarmtraktus geht die Resorption von W itte- 
Pepton am starksten im Duodenum, schwacher im Jejunum und am 
schwachsten im oberen Lleumteil und im unteren Darmteil vor sich. 


12. Obwohl die Resorption im Dickdarm langsam vor sich geht, 
ist dennoch anzunehmen, daB dieser eine bedeutende Resorptions- 
fahigkeit besitzt. 


Zum SchluB dieser Arbeit ist es mir eine besonders angenehme Pflicht, 
Herrn Professor Kotake, sowie Herrn Professor Iwanaga auch an dieser 
Stelle meinen verbindlichsten Dank fiir die liebenswiirdige Leitung bei 
dieser Arbeit auszusprechen. 
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Zur Kenntnis der pflanzlichen Oxydoredukase. 


III. Mitteilung: 
Uber die Nichtidentitat der pflanzlichen Aldehydrase und Mutase'. 


Von 
D. Michlin und B. Severin. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1931.) 


In friiheren Mitteilungen (1) hat der eine von uns (JD. Michlin) 
eine Methode der Herstellung gereinigter Praparate von pflanzlicher 
Oxydoredukase beschrieben und iiber gewisse Besonderheiten berichtet, 
durch die sich das pflanzliche Ferment von der tierischen Oxydoredukase 
unterscheidet. Wir fanden, daB das Ferment in Gegenwart von Al- 
dehyd sehr energisch Nitrat zu Nitrit reduziert. Bernheim (2) fand, 
daB das Ferment innerhalb eines sehr schmalen py-Bereiches, und 
zwar bei px 7,3 bis 7,8, auch Methylenblau reduziert, allerdings in sehr 
schwachem Mabe. AuBerhalb dieses Bereichs ist das Ferment gegen- 
iiber dem System: Aldehyd + Methylenblau vollstandig unwirksam. 
Eine solche px-Aktivitaétskurve ist sowohl fiir diese Oxydoredukase 
als fiir das Schardinger-Enzym ungewohnlich; daher erscheint die 
fermentative Natur der Methylenblauentfirbung in diesem Falle 
nicht einwandfrei erwiesen. Da unsere Versuche aber zeigen, daB auch 
die auBerordentlich starke Reduktion der Nitrate durch gereinigte 
Oxydoredukase aus Kartoffeln in Abwesenheit von Aldehyd aus- 
bleibt, so ist das von uns hergestellte Ferment eine echte Aldehydrase. 
Es schien von Interesse, die Beziehungen zwischen der pflanzlichen 
Aldehydrase und der die Cannizzarosche Reaktion beschleunigenden 
Mutase aufzuklaren. 

Seitdem durch Godlewski und Polzenius (3) die Bildung von Athy!- 
alkohol bei der anaeroben Atmung der héheren Pflanzen entdeckt worden 


1 Vorgetragen auf der IV. Allrussischen Physiologen-Tagung zu 
Charkow, Mai 1930. 
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ist, haben sich viele Forscher mit der Frage der Entstehungsweise 
des Alkohols beschaftigt. Mittels der Neuwbergschen Abfangmethode (4) 
lieB sich der Zusammenhang zwischen der Umwandlung von Acet- 
aldehyd und der Bildung von Alkohol in den héheren Pflanzen mit 
Sicherheit feststellen. Obwohl Kontrollversuche mit durch Kochen 
inaktiviertem Material, soweit uns bekannt, nicht ausgefiihrt wurden, 
wird beim Studium der Umwandlung von in der Pflanze gebildetem 
oder zum Pflanzengewebe zusammengesetztem Aldehyd stets die Be- 
teiligung eines Ferments angenommen, das Mutase oder Aldehydrase 
heiBt (5). 

Bekanntlich besitzen von allen in dieser Richtung untersuchten 
Pflanzen gekeimte Erbsen im starksten Mabe die Fahigkeit, zugesetzten 
Aldehyd in Alkohol umzuwandeln. Hingegen ist die Wirkung der Erbsen 
auf das System: Aldehyd—Nitrat sehr unbedeutend. 

Erbsen werden 2 Tage lang gekeimt und alsdann mitsamt den Keim- 
lingen im Morser zerkleinert. Je 20g der grob zerriebenen Masse werden 
mit 50 ccm Phosphatpufferlésung vom py 6,47 versetzt. Die eine Probe 
wird 10 Minuten lang auf 100° erhitzt. Die Kolben werden evakuiert und 
mit reiner CO, gefiillt. Ohne Luftzutritt werden in jeden Kolben 3 ccm 
Toluol und 5ccem Acetaldehydlésung (= 43 mg Aldehyd) eingefiihrt. Die 
Proben werden 24 Stunden bei 37°C stehengelassen. Der Aldehyd wird 
mit Wasserdampf iiberdestilliert und nach Clausen bestimmt. 








Aldehyd 
~ Gefunden | ~—'Verbraucht 
mg mg 
SO | Pe ee 3,9 39,1 
NS oo ese ea, a 42.74 0,26 
Ze esae 42 38,8 
Gr eke ae 42.6 0,4 


Mit 2g NaNO, wurde unter denselben Bedingungen erhalten: 


a) 0,.45mg NaNO,, entsprechend einem Aldehydverbrauch von 0,28 mg 
b) 0,52 ,, NaNO,, - o» 9 » 0,33 ,, 


Die Oxydoreduktionswirkung des Erbsenmehls auf das System 
Aldehyd—Nitrat ist minimal im Vergleich zu seiner Dismutations- 
wirkung, die auf Grund des Verschwindens von Aldehyd postuliert wird. 

Wir stellten mit dem Erbsenmehl auch einen speziellen Versuch 
iiber die Bildung von Alkohol an, welcher nach dem von Bod- 
nar (6) beschriebenen Verfahren bestimmt wurde. 80g Erbsenmeh! 
und 120cem Puffer vom px 6,8 und 0,7 g Acetaldehyd ergaben nach 
5 Tagen 0,103 g Alkohol; es kénnte méglich sein, daB der Weg der 
Aldehydumwandlung bei héheren Pflanzen ein anderer ist als der 
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dismutative, wie schon Bodnar (7) in Erwaigung gezogen hat. Un- 
zweifelhaft ist aber der Zusammenhang zwischen der Umwandlung 
des Aldehyds und der Alkoholbildung. Wenn man die Dismutation 
ablehnen wiirde, so bliebe nur iibrig, ein auBerordentlich starkes Oxydo- 
reduktionsvermégen der Erbsen anzunehmen. Unsere Versuche mit 
Nitrat widersprechen jedoch einer solchen Annahme. 

Aktive Praparate der Kartoffel-Aldehydrase gewannen wir nach 
der in einer vorangehenden Mitteilung (8) beschriebenen Methode, mit 
dem alleinigen Unterschied, daB an Stelles-von Phosphat zur Elution 
0,5°%, ige Sodalésung verwendet wurde. 

50 cem des Sodaeluats werden mit Salzséure neutralisiert, mit 
20 cem Phosphatpuffer (pq = 6,47), 2 ccm Toluol und einer bestimmten 
Menge Acetaldehyd versetzt. Die Mischung wird 24 Stunden bei 37° 
in einer CO,-Atmosphare stehengelassen. Als Kontrolle dient eine 
Probe mit Fermentlésung, die zuvor 10 Minuten lang auf 100° erhitzt 
worden ist. Die weitere Verarbeitung ist die gleiche wie in den Ver- 
suchen mit Erbsen. 








Aldehyd 
Zugesetzt Gefunden _ | Verbraucht 
a) Nicht gekocht 21,1 21,1 0 
Gekocht . . 21,1 21,1 0 
b) Nicht gekocht 27.7 27,3 0,4 
Gekocht . 27,7 27,3 0,4 
c) Nicht gekocht 27,2 26,9 0,3 
Gekocht 27,2 26,7 0.5 
d) Nicht gekocht 24,1 24,1 0 
Gekocht . 24,1 24.1 0 


Die entsprechenden Versuche mit Zusatz von 2g Natriumnitrat 
ergaben 


a) 12,4mg NaNO,, entsprechend einem Aldehydverbrauch von 7,2 mg 


b) 16,2 ,, NaNO, ae - $s q eas 
c) 14,9 ,, NaNOQO,, é “ ms me G2 w 
d) 17,6 ,, NaNO,, = - os os BR os 


Man koénnte glauben, daBb die Dismutationsfahigkeit unseres Fer- 
ments infolge der Entfernung von etwaigen Aktivatoren im Laufe 
der Darstellung verloren gegangen war. Durch die Arbeiten von 
Euler (9) wurde die Rolle der Cozymase bei der Dismutation von Al- 
dehyd durch tierisches Gewebe und durch Hefe nachgewiesen. Anderer- 
seits konnten Neuberg sowie Simon (10) die Dismutation von Aldehyd 
durch Praparate von Essigséurebakterien auch in Abwesenheit von 
Cozymase erzielen. Was die héheren Pflanzen betrifft, so ist hier die 
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Frage nach der Bedeutung der Cozymase bei der Alkoholbildung auf 
Kosten von Aldehyd noch ganz ungeklart. Wir haben deshalb eine 
Reihe von Versuchen angestellt iber den EinfluB von Hefencozymase 
auf die Dismutation von Acetaldehyd mittels gereinigter Oxydo- 
redukase aus Kartoffeln. Der Einflu8 war in allen Versuchen negativ. 

Zu den Versuchen wurde auch Salicylaldehyd angewendet. 50ccm 
aktiver Fermentlésung der Kartoffel-Oxydoredukase wurden mit 
0,5 g Salicylaldehyd stehengelassen, in dem einen Versuch bei py 5,94, 
in dem anderen bei px 7,8. Das Material wurde nach der von Wieland (11) 
beschriebenen Methode verarbeitet. Im Sodaextrakt konnten nicht 
die geringsten Spuren von Salicylsdure nachgewiesen werden, auch 
dann nicht, wenn der Probe Cozymase zugesetzt war. 

Das aus Kartoffeln hergestellte, mittels Kohle und Kaolin gereinigte 
Ferment, das in Gegenwart von Aldehyd Nitrat zu Nitrit reduziert, 
vermag dennoch unter den verschiedenen untersuchten Versuchs- 
bedingungen nicht Aldehyd zu dismutieren. Diese Resultate veranlassen 
uns, die Frage der Identitaét von Aldehydrase und Mutase nochmals 
zur Diskussion zu stellen. Wir sehen einerseits bei der Erbse eine starke 
Fahigkeit, Aldehyd in Alkohol umzuwandeln, wahrend die Wirksam- 
keit gegeniiber dem System Acetaldehyd—Nitrat sehr gering ist. An- 
dererseits finden wir im gereinigten Kartoffelextrakt eine sehr aktive 
Aldehydrase und gar keine Mutase. Letzteres ist um so mehr bemerkens- 
wert, als es bisher, soweit uns bekannt, weder bei der Milch, noch bei 
tierischen Geweben oder Hefen gelungen ist, die Mutase von der Al- 
deh ydrase oder dem Schardinger-Enzym zutrennen. Die von Wieland (11) 
auf kinetische Betrachtungen gegriindete Annahme der Identitat 
der Mutase und Aldehydrase der Milch ist von Wieland und Macrae (12) 
nochmals bestatigt worden. In pflanzlichen Praparaten ist es uns nach 
allem oben Mitgeteilten gelungen, die Oxydoredukase frei von der 
Mutase zu gewinnen 


Literatur. 
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Uber den Einflu8 der Basen 
auf die Hitzegerinnung der Eiweibkoérper. 


Von 
Leonhard Nasch aus Wien. 


(Eingegangen am 20. Mai 1931.) 


Es ist bekannt, daB die Hitzegerinnung der EiweiBkérper durch 
Basen gehemmt wird. GesetzmaBige Bezichungen in quantitativer 
Hinsicht sind bei dieser Reaktion zwischen den beiden Substanzen 
bisher nicht festgestellt worden. 


Die EiweiBk6érper bestehen nach den Untersuchungen JL. Fischers 
und seiner Mitarbeiter der Hauptsache nach aus Aminoséuren, die séure- 
amidartig miteinander verkettet sind. Mittels der von Sérensen angegebenen 
Formoltitration, die zur Bestimmung der Aminoséuren dient und die nach 
den Arbeiten von Obermayer und Willheim, auf die hier nicht n&her ein- 
gegangen werden soll, auch bei EiweiSkérpern angewandt werden kann, 
lassen sich die. von den freien Aminogruppen gedeckten freien Carboxyl- 
gruppen bestimmen. 

Bei der Einwirkung von Formaldehyd auf Aminoséuren und EjiweiB- 
kérper kommt es zur Bildung einer Methylenverbindung derselben, wobei 
sich die Reaktion nach der sauren Seite hin verschiebt: 

CH, .CH(NH,).COOH + CH,O + KOH —@ 2H,0 + 
CH, .CH(N:CH,). COOK. 

Der ProzeB ist, wie man sieht, ein reversibler, der zu einem von der 
Menge aller anwesenden Stoffe abhangigen Gleichgewichtszustande fiihrt. 
Formaldehyd kann sich zwar auf verschiedene Weise mit Proteinstoffen 
verbinden, doch bewirkt nach den Untersuchungen von Obermayer und 
Willheim bloB die Anlagerung derselben an die endstaéndigen Aminogruppen 
das Sauerwerden der Reaktion. Die bei der Titration verbrauchte Laugen- 
menge ist ein Ma fiir die Anzahl der freien Aminogruppen, deren durch 
Formol bewirkte Umwandlung in die Methylengruppe eine entsprechende 
Anzahl Saéuregruppen in Reaktion treten 1aBt. 

Ich suchte nun eine gesetzmaBige Relation zwischen den durch 
die Formoltitration ermittelten freien Amino- bzw. den durch sie ge- 
deckten freien Carboxylgruppen einer bestimmten Eiweifimenge und 
der die Hitzekoagulation derselben EiweiBmenge gerade verhindernden 
Basenmenge festzustellen. Ich fand, wie ich vermutet hatte, daB die 
den endstandigen Carboxyl- bzw. Aminogruppen entsprechende Laugen- 
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menge die geringste Menge darstellt, welche die Hitzekoagulation 
der EiweiBkérper verhindert. 

Bei der Titration hielt ich mich im allgemeinen an die Vorschriften 
Sérensens, nur verwendete ich als Kontrollésung nicht ausgekochtes, 
destilliertes Wasser, sondern die betreffende EiweiBlésung selbst. 
Ich titrierte immer bis zur stark roten Farbe und zog von der ge- 
fundenen Zahl den Wert der Kontrollésung ab. Etwaige Fehler bei 
der Formoltitration, wie ihn zum Beispiel die Adsorption bedingt, 
kommen bei der Kontrollésung ebenfalls vor und fallen daher bei der 
Subtraktion weg. 

Zu meinen Untersuchungen benutzte ich die EiweiBkérper des 
Pferdeserums sowie Eialbumin. Ich gewann diese durch Ganz- bzw. 
Halbsattigung des Serums, bzw. Eiklars mit Ammoniumsulfat, mehr- 
maliges Waschen des Niederschlags mit dem entsprechenden Fallungs- 
mittel und nachheriges zehntagiges Dialysieren gegen  flieBendes 
Leitungswasser. Eine Trennung der Globuline in die Eu- und Pseudo- 
globuline nahm ich nicht vor (zumal auch diese wieder in Unter- 
fraktionen teilbar sind). 

Die in reinem Wasser unléslichen Globuline miissen durch Chlor- 
natrium in Lésung gebracht werden. Der Kochsalzgehalt ist von 
Wichtigkeit, auch bei den Albuminen. Er muB gerade so groB sein, daB 
eine quantitative Fallung bei der Erhitzung erfolgt, darf aber nicht 
gréBer werden, da Salze die durch Basen gehemmte Hitzekoagulation 
der EiweiBkérper wieder herstellen. Dieser optimale Kochsalzgehalt 
ist: hei den verschiedenen EiweiBkonzentrationen verschieden und 
muB ‘fiir jede Konzentration bestimmt werden. Die EiweiSlésungen 
selbst, die zur Untersuchung verwendet werden, miissen immer frisch 
dargestellt sein, da sie nach einiger Zeit, oft schon nach wenigen Tagen, 
hydrolytische Spaltungen erleiden und dann andere Titrationswerte 
ergeben. 

Bei den Versuchen habe ich immer mit n/5 NaOH gearbeitet. 


Die Versuchsresultate ergeben sich aus nachstehender Tabelle: 








Verbrauch 





‘Klarbleiben Hitzefal- 


Differenz 
eine Stickstoff- | an n/5 » | ier lung bei zwischen Kochsalz- 
Eiweibkorper gehalt in | NaOH bei |"), % | Zusatz  beiden | gehalt in 
und Menge 100 cem der Formol- Na OH. A von n'5 | Mengen 0/, 
| titration 20 cem NaOH in °/9 
Pferdeserum- 0,201 g al 0,1lecem 
: ) m 7 4 Ge 
albumin 20cem = etwal1, ¥30/ 1,1 ce item ji ™\i = 9% 0,9 % 
} 
Pferdeserum- 0,46088 ¢ 2] 5 0,1 eem 
com | —s1,5 cem 1,4 m etwa0,9° 
globulin 20 cem | || = etwa2,8%| 1D ea dae com | — 6 % | . 
Eialbumin 0,5cem | 0,5ceem ©, 4 com 0 poem etwa 1° 
ti 


20 ecm 
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Auch bei dreifacher Verdiinnung obiger Lésungen zeigte sich die 
gleiche GesetzmaBigkeit. 

Die Stickstoffbestimmungen, die ich auf Anregung von Prof. 
Barrenscheen ausfiihrte, erfolgten nach der Kjeldahl-Methode. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, reicht die den endstandigen 
Aminogruppen entsprechende Laugenmenge in allen Fallen aus, um 
die EiweiBlésungen vor der Hitzekoagulation zu schiitzen, waihrend 
bei einer um 0,1 ccm geringeren Laugenmenge eine starke, oft milchig- 
weibe Triibung beim Erhitzen erfolgte. 

In allen Fallen wurde als Differenz 0,1 cem gewahlt, obwohl zu 
bedenken ware, daB diese Differenz beim Pferdeserumglobulin z. B. 
den fiinfzehnten Teil des Titrationsresultats darstellt, beim Eialbumin 
aber nur den fiinften Teil. Es schien dies aber aus dem Grunde angezeigt, 
weil die Genauigkeit bei der Formoltitration der Eiwei®kérper, bei 
denen noch andere Faktoren, wie Hydratation, Adsorption und Ladung, 
mitwirken, nicht iiber 0,1 cem hinausgeht. Es ergaben sich ja auch 
bei der Formoltitration der Aminoséuren, die kristalloide Kérper sind 
und bei denen obige Faktoren zum groBen Teile wegfallen, Werte, die, 
wie aus Sdrensens Tabelle ersichtlich ist, oft nur 70°, der wirklich 
vorhandenen, genauestens abgewogenen Menge darstellen. Aus diesem 
Grunde hielt ich es daher fiir unzweckmaBig, als Differenz z. B. 0,1 cem 
einer n/20 Natronlauge zu wahlen. 

Noch ein anderes Moment verdient besondere |Erwahnung. Die 
Formoltitration erméglicht die Bestimmung der endstandigen Amino- 
gruppen. Nun reagieren aber die meisten Eiwei®kérper nicht genau 
neutral; bei den einen iiberwiegen die Carboxylgruppen, bei den anderen 
die Aminogruppen. Die Unterschiede sind jedoch sehr gering und, da 
sie weit unterhalb der Fehlergrenze liegen, praktisch ohne Bedeutung. 

Wahrend Albumin und Globulin des Pferdeserums bei einer Ver- 
minderung der dem Formoltitrationswerte entsprechenden zugesetzten 
n/5 Laugenmenge um 0,1 ccm eine maBig starke Triibung beim Er- 
hitzen aufwiesen, zeigte die Eialbuminlésung bei gleicher Mengen- 
verminderung eine starke milchige Triibung, was jedenfalls beweist, 
daB eine bedeutend geringere Differenz eine mabig starke Hitzetriibung 
verursacht hatte. In Anbetracht der geringen Konzentration der 
Ovalbuminlésung ist dies ja verstandlich, 

Es ergibt sich also aus meinen Versuchen, da die den endstandigen 
Amino- bzw. Carboxylgruppen entsprechende Laugenmenge die geringste 
Menge darstellt, die die Hitzekoagulation einer bestimmten Eiweib- 
menge verhindert. Da das durch Erhitzen einer Eiweiblésung mit Lauge 
darstellbare Alkalialbuminat nicht hitzefallbar ist, stellt dies auch 
die geringste Menge dar, die nétig ist, um eine bestimmte EiweiBmenge 
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in Alkalialbuminat umzuwandeln. Da die EiweiBlésung bei Zusatz der 
dem Formoltitrationswerte entsprechende Laugenmenge nach dem 
Erhitzen in Alkalialbuminat umgewandelt wurde, ist auch dadurch 
bewiesen, daB bei Zusatz von verdiinnter Saure eine Ausfallung eintritt. 
Es lag der Gedanke nahe, zu untersuchen, ob eine analoge gesetz- 
maBige Relation zwischen den endstandigen Aminogruppen einer be- 
stimmten EiweiBmenge und der die Hitzekoagulation gerade ver- 
hindernden Sduremenge besteht. Es zeigte sich, daB die dem Formol- 
titrationswert entsprechende Sauremenge nicht ausreicht, um die be- 
treffende EiweiBlésung vor der Hitzekoagulation zu schiitzen. 


Die vorstehend beschriebenen Versuche sind in der Prosektur des 
Kaiser-Franz-Joseph-Spitals begonnen und im _ medizinisch-chemischen 
Institut der Universitat Wien (unter Leitung von Prof. Fromm) fortgesetzt 
worden. 
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Neuere Untersuchungen iiber den Hefeeinflu6b auf Leber 
und Muskel trainierter Hunde. 


Von 
Hajime Aida. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitét Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Mai 1931.) 


I. Einleitung. 

Vor kurzem haben Pi-Suner Bayo und Liss (1) Versuche-mitgeteilt, 
aus denen sich unter anderem ergab, daB beim niichternen Hund, 
der in der Tretbahn eine bestimmte Muskelleistung verrichten muBte, 
perorale Hefegabe 2 Stunden vor Beginn der Tretbahnarbeit eine 
starke Glykogensteigerung in der Leber und im Muskel im Vergleich 
zu Kontrolltieren hervorrief. 

Bei der praktischen Bedeutung, die diese Versuche fiir den Sport 
haben, schien es mir wiinschenswert, einmal weiteres Beobachtungs- 
material zu sammeln, auBerdem aber auch die Frage nach dem Fett- 
bestand der genannten Organe zu priifen und endlich etwas iiber die 
Eigenschaften der wirksamen Stoffe in der Hefe zu erfahren. 


Ich habe mich bei meiner vorliegenden Arbeit im Methodischen 
streng an die Versuchsvorschriften von Pi-Suner Bayo und Liss ge- 
halten. UnerlaBlich ist es, — und auf diesen Punkt méchte ich be- 
sonders hinweisen —, den Tieren erst ein geniigendes Training zu geben, 
ehe sie zu den akuten Hefeversuchen herangezogen werden. Denn 
es ist hinlinglich bekannt, daB der Gesamtorganismus des untrainierten 
Tieres bei plétzlicher kérperlicher Anstrengung schwer erschiittert 
wird, was sich im vorliegenden Falle als starker Glykogenschwund 
in der Leber bemerkbar machen wiirde. Das trainierte Tier dagegen 
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ist imstande, auch bei langdauernden Anstrengungen seinen Glykogen- 
gehalt in der Leber auf einem bestinmten Niveau festzuhalten (2). 


Oft diskutiert ist die Frage nach dem EinfluB einer wiederholten 
Leberstiickchenentnahme bei demselben Tier auf den Glykogengehalt 
des Organs. Grevenstuk und Laqueur (3) z. B. ziehen aus friiheren Unter- 
suchungen den SchluB, daB die wiederholte Leberentnahme an sich 
schon den Leberglykogengehalt abfallen l4Bt. Man muf diese Auf- 
fassung als berechtigt anerkennen. Es ist jedoch méglich, iiber die 
Schwierigkeiten dieses Umstandes hinwegzukommen, wenn man sich 
an ganz bestimmte Versuchsbedingungen halt. So haben wir z. B. 
einem Hund, an welchem die Wirkung zweier verschiedener Praparate 
ausprobiert werden sollte, diese Praparate abwechselnd eingegeben 
und ihn jedesmal danach zum Zwecke einer Leberstiickentnahme 
operiert. Man erhalt so eine Skala von Glykogenwerten, die unbedingt 
einen RiickschluB auf die Wirkung des verabreichten Praparats zulaBt, 
selbst wenn man einen langsamen Abfall der Kurve auf natiirlichem 
Wege nicht ausschlieBt. Es war eben immer in diesem Falle der Gly- 
kogengehalt der Leber nach der Gabe des einen Praparats wesent- 
lich héher, als nach der Gabe des anderen, wenn man sich auf die Er- 
gebnisse der ersten drei, im ungiinstigsten Falle der ersten zwei Ver- 
suche an demselben Hund beschrankt. Voraussetzung ist dabei, daB 
der Versuchshund die vielfache Leberstiickentnahme so gut iibersteht, 
daB er imstande ist, seine fiir den akuten Versuch notwendige Lauf- 
stunde tadellos zu absolvieren. Die Hunde verhalten sich hierin ganz 
verschieden. Schwere Verwachsungen kénnen oft eine erneute schnelle 
Leberstiickentnahme unmdglich machen. Andere Hunde nehmen nach 
wenigen Leberentnahmen bis zu 50°, ihres Anfangsgewichts ab. 
Wieder andere Hunde kénnen trotz reiner Muskel/fleischentnahme 
nicht mehr ordentlich laufen, wobei allerdings gleichzeitig eine starke 
Gewichtsabnahme beobachtet wird. Man ist also gezwungen, an 
méglichst vielen Tieren die Versuche zu machen, um zu brauchbaren 
Zahlen zu gelangen. Ganz zu schweigen ist hier von der Tatsache, 
daB viele (sogar die meisten) Hunde fiir die Arbeit auf der Laufbahn 
iiberhaupt nicht geeignet sind. 


Natiirlich kann man den Glykogenabfall nach der wiederholten 
Leberentnahme auch auf andere Weise eliminieren, die viel naheliegen- 
der ist. Sie beruht darauf, daB man das Tier nur einmal operiert und 
das zweite Mal bereits tétet. Man kann dann allerdings nur zwei Pra- 
parate einmal gegeneinander priifen oder ein Praparat gegen den 
Normalglykogenwert des Hundes. Das letztere ist leider deswegen 
oft nicht zu umgehen, weil der Normalglykogengehalt der Hunde- 
leber keine Konstante ist. 
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Ich habe von beiden Methoden Gebrauch gemacht und gebe nach 
meiner Erfahrung der letzten Methode den Vorzug, und dies deswegen, 
weil die Leber beide Male sehr schnell entnommen werden kann. Das 
erste Mal bin ich zweckmaBig stets in der Mittellinie eingegangen 
und das zweite Mal trotz aller eventuellen Verwachsungen gleichfalls 
in der Mittellinie, da man auf diese Weise die Leber am schnellsten 
bekommt und der Hund sowieso getétet (durch Herz-Chloroformstich) 
wird. 

Aus den angegebenen Griinden habe ich auf die Anwendung kom- 
plizierterer Methoden, wie z.B. des abschraubbaren Bauchfensters 
von Cori (4), verzichtet, deren EinfluB auf das Versuchsergebnis ich 
iiberhaupt zumindestens als nicht konstant ansehe. 


Il. Methodik. 


Die Methodik ist, wie gesagt, die bereits bekannte der oben erwahnten 
Arbeit [vgl.(1)].. Der auf Bauch und Oberschenkeln rasierte Hund erhalt 
nach etwa l6stiindigem Fasten also die betreffende zu untersuchende 
Substanz, in etwa 150 cem Wasser suspendiert, durch die Schlundsonde in 
den Magen gegossen und wird nach einer Pause von 2 Stunden | Stunde 
lang scharf laufen gelassen. Sodann wird er méglichst schnell aufge- 
bunden, gejodet und ebenfalls méglichst schnell nach lokaler Chlorathy!- 
andsthesie ohne allgemeine Narkose operiert. Die Mehrzahl der Hunde liegt, 
wenn man schnell arbeitet, ziemlich ruhig da. Nur einige Hunde preBten 
starker, wodurch eine operative Schwierigkeit entstand, die aber stets 
beherrscht wurde. Das Leberlappenende, das abgeschnitten werden sollte, 
wurde zuvor sorgfiltigst abgebunden, ebenso das bétreffende Muskelstiick 
am Hinterbein des‘ Hundes. Bei der Muskelentnahme diirfen keine Sehnen 
verletzt werden, um die Lauffahigkeit des Hundes zu erhalten. 

Die entnommenen Leber- und Muskelstiicke wurden erst auBerlich 
durch Abtrocknen gereinigt und dann noch von eventuellen Cysten (Leber) 
bzw. anhaftendem Fett oder Bindegewebe befreit, ehe sie zur Glykogen- 
bestimmung abgewogen wurden. Zur Glykogenbestimmung standen bereit 
die heiBen, mit 60°,iger Kalilauge gefiillten Zentrifugengliser neben der 
Waage | vgl. zur Methodik die Arbeit von Liss, Pi-Suiier Bayo und Osuka(5)}. 
Es wurden wie immer von Leber und Muskel Doppelbestimmungen des 
Glykogens ausgefiihrt. 


Ill. Die Tierversuche. 


Der Hund Nr. 1 sollte dazu dienen, mir dariiber Klarheit zu verschaffen, 
ob die glykogenisierende Wirkung der Hefe auch nach laingerem, starkerem 
Erhitzen derselben erhalten bleibt oder nicht. Diese Frage ist von Be- 
deutung, wenn man einmal die Frage naéher zu untersuchen beginnt, 
welchem Bestandteil der Hefe der spezifisch glykogenisierende EinfluB 
zuzuschreiben ist. 

Der Hund Nr. 1 erhielt also pro Kilogramm 2 g der gepulverten Trocken- 
hefe (Levurinose ,,Blaes‘‘), die eine im Kaltluftstrom getrocknete Gesamt- 
hefe darstellt. Wie aus der Tabelle (vgl. IV, Tabelle, Hund Nr. 1) zu er- 
sehen ist, ist der Glykogengehalt nach Zugabe dieser Hefe 2,48°, in der 
frischen Leber, wahrend er nach Zugabe der vorher stark erhitzten Hefe 
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sogar 3,09°%, in der frischen Leber betrug. Dies lag wahrscheinlich 
daran, daB ich dem Hund noch zu wenig Training anfangs gegeben hatte 
(s. oben), da ich noch nicht geniigende Erfahrung auf diesem Gebiet hatte. 
Ich habe spéter gesehen, daB ein Hund mindestens 1 Woche lang taglich 
etwa | Stunde laufen mu8, um wieder ungeféhr seinen normalen Glykogen- 
standard zu haben. Der Hund hatte tibrigens durch die erste Operation 
10°, seines Gewichts eingebiiBt, blieb aber dann bis zu seinem Tode bei 
diesem Gewicht stehen. Auffallig ist die Tatsache, da8 der Muskelglykogen - 
gehalt nach der zweiten Hefegabe um 50°, gesunken ist. Im Muskel, dem 
Ort der Lauftatigkeit, werden also die Glykogenverhaltnisse augenscheinlich 
schneller reguliert als in dem Hauptglykogendepot, der Leber. Der Hund 
erhielt tibrigens vor der zweiten Operation pro Kilogramm 2 g der Trocken- 
hefe, die jedoch vorher einige Stunden auf 140° erhitzt worden war. Nach 
jeder Operation erhielt der Hund etwa 10 Tage Ruhe, im Bedarfsfalle mehr, 
um sich geniigend zu erholen. Erst dann wurde er wieder, und zwar in 
langsam steigendem Mae, zum Training herangezogen und immer erst 
nach 8 Tagen Volltraining (d. h. pro. Tag eine volle Stunde scharfes Laufen) 
zum erneuten Versuch benutzt. 


Vor der dritten Operation erhielt der Hund Nr. 1 wieder wie beim 
ersten Male pro Kilogramm 2 g der gewéhnlichen Hefe. Und da zeigt sich 
in der Leber die schon in der Arbeit von Pi-Suner Bayo und Liss hervor- 
gehobene Hefewirkung, die den Glykogengehalt der frischen Leber auf 
5,64 % emporschnellen laBt, einer Zahl, die weit iiber den normalen Glykogen- 
durchschnittsgehalt der frischen Hundeleber beim niichternen Tier hinaus- 
geht. Entsprechend ist auch wieder der Muskelglykogengehalt um das 
Doppelte vermehrt. 


Vor der vierten Operation erhielt der Hund wie beim zweiten Male 
die getrocknete Hefe. Sicher ist hier bereits ein natiirlicher Glykogenabfall, 
wie wir ihn eingangs besprochen haben, am Werk, aber andererseits wird 
man kaum diesem allein die vorliegenden (s. die Tabelle) niedrigen Glykogen- 
werte in Leber und Muskel zuschreiben, da sich dieser natiirliche Abfall 
doch immerhin auch bei der dritten Operation etwas bemerkbar gemacht 
hatte, wenn nicht eben ein so groBer Unterschied zwischen der gew6hnlichen 
und der erhitzten Hefe bestehen wiirde. An diesem Unterschied ist nach 
den Ergebnissen am Hund Nr. 1 nicht mehr zu zweifeln, es ist vielmehr 
einwandfrei erwiesen, daB das glykogenisierende Moment der Hefe durch 
Erhitzen zerstért wird. 


Die Werte des Gehalts an atherléslichen Stoffen der getrockneten 
Leber und des getrockneten Muskels sind nur am Schlu8 des Versuchs 
untereinander verschieden. Sie zeigen charakteristischerweise am SchluB 
keinen Abfall (mit Ausnahme des Muskelwertes nach der dritten Operation), 
sondern sind sogar zum Teil (némlich in der Leber) erhéht. Sonst laBt sich 
aus den Zahlen der Atherextraktivstoff-Bestimmungen in Leber und Muskel 
dieses Hundes nichts Besonderes herauslesen. 


Der Trockengehalt der Leber ergab sich als durchweg gréBer als der 
des Muskels. 

Der Hund starb iibrigens auf der Laufbahn, als er im Training fiir die 
fiinfte Operation begriffen war. 

Mit dem Hund Nr. 2 beginnt eine Versuchsserie, die die Beantwortung 
der Frage zum Ziele hat, welchen Einflu$8 verschiedene Traubenzucker- 
beimengungen auf die Wirkungsweise der Hefe haben, sowie die Unter- 
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suchung der Wirkungsweise von verschieden groBben Traubenzucker- 
dosierungen allein auf den Glykogengehalt von Leber und Muskel. 

Der Hund Nr. 2 zeigte zunéchst nach Zugabe von 2g Hefe sowie 
gleichzeitig 2g Traubenzucker pro Kilogramm einen auBerordentlichen 
hohen Glykogengehalt in der frischen Leber, naémlich 9,2 °, (vgl. IV, Tabelle, 
Hund Nr. 2). Der Glykogengehalt des frischen Muskels war auch sehr 
hoch, aber nicht tiber die am Hund Nr. 1 durch Zugabe von 2 g Hefe pro 
Kilogramm hervorgerufene Prozentzahl hinaus. Vor der zweiten Operation 
erhielt Hund Nr. 2 2 g Zucker allein pro Kilogramm wie iblich in 150 cem 
Wasser durch die Schlundsonde eingegossen. Der Glykogengehalt der 
Leber war etwa 9°.,, der des Muskels dagegen bedeutend niedriger, naémlich 
nur 0,45°%. 

Dieses Ergebnis war etwas iiberraschend, so daB ich beschloB, es eingehend 
auf seine Richtigkeit zu priifen. So erhielt der Hund Nr. 2 vor der dritten 
Operation 2g Hefe und 1g Zucker pro Kilogramm und vor der vierten 
Operation 1 g Zucker pro Kilogramm. Die Glykogenwerte der Leber sanken 
dabei auf 4 bzw. 1,6°,, wahrend die Muskelglykogenwerte 0,4 bzw. 0,7 °, 
waren. Hieraus bereits SchluBfolgerungen zu ziehen, hielt ich fiir verfriiht, 
da ich, wie wiederholt betont, den natiirlichen Abfall des Glykogens durch 
wiederholte Leberentnahme zugebe, und er in diesem Falle es handelte 
sich ja bereits um die dritte und vierte Operation — durchaus im Bereich 
der Moglichkeit lag. Ich halte ihn allerdings nicht fiir so unbedingt schnell 
und sicher bei jedem Hunde eintretend, denn sonst hatte ich den Hund Nr. 2 
nicht so oft operiert. Und zwar glaube ich dies deswegen nicht, weil der 
Hund sein Anfangsgewicht bis zum SchluB, sogar ein wenig erhdht, bei- 
behalten hat. Auch habe ich bei der vierten Operation ganz schnell nach- 
einander Leber und Muskel entnommen, ohne vorher; die Gewebsteile ab- 
zubinden, so daB der Hund dabei verblutete. Spiater habe ich an anderen 
Hunden trotz Gewichtsbestandes abnorm niedrige Glykogenwerte bereits 
bei der zweiten Operation gefunden, und ich gehe an der betreffenden 
Stelle naiher darauf ein (vgl. Hunde Nr. 5 und 6). 

Nach den Befunden der dritten und vierten Operation am Hund Nr. 2 
war es notwendig, diese Versuche an einem neuen Hund (Hund Nr. 3) 
weiter fortzusetzen (s. unten). 

Ich habe auch beim Hund Nr. 2 wieder eine Bestimmung der ather- 
léslichen Stoffe in der getrockneten Leber und im getrockneten Muskel 
vorgenommen, aber keine Systematik in die erhaltenen Zahlen legen kénnen. 
Bei der letzten Operation ist der Gehalt an Atherextraktivstoffen in Leber 
und Muskel jedoch ebenso wie bei dem Hund Nr. | besonders groB. 


Der Trockengehalt der Leber war wiederum, mit Ausnahme bei der 
dritten Operation, in der Leber gr6éB8er als im Muskel. 


Der Hund Nr. 3 erhielt zuerst 2g Hefe pro Kilogramm. Die Werte 
von 2,2%, fiir die Leber bzw. 0,2°, fiir den Muskel deuten darauf hin, 
daB der Hund noch etwas zu wenig Training hatte, da die normalen Werte 
im allgemeinen etwas héher liegen diirften. Zur zweiten Operation, bei 
der der Hund dasselbe Gewicht brachte, erhielt er 2 g Hefe und 2 g Zucker 
pro Kilogramm. Der Leberwert von 6°, steht bedeutend hinter dem Wert 
der ersten Operation des zweiten Hundes zuriick, wahrend der Muskelwert 
sogar etwas gréBer ist. Vor der dritten Operation erhielt der Hund, der 
10°, seines Gewichts weniger brachte, 2g Hefe pro Kilogramm, zeigt 
aber nur einen Glykogengehalt von 1°, in der Leber und 0,35°, im Muskel. 
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Dieser Wert ist so anormal niedrig, da8 ich hier eigentlich den Versuch 
hatte bereits abbrechen miissen. Ich wollte jedoch das Schicksal des Hundes 
verfolgen und gab zur vierten Operation, bei der der Hund statt 10,5 nur 
noch 7,3kg wog. 2g Zucker pro Kilogramm. Die Werte waren, wie er- 
wartet, sehr niedrig, so daB ich nicht mehr an einem Aufkommen des Hundes 
glaubte. Er starb in der Tat, unfahig zum Gehen oder Laufen, 24, Wochen 
spater mit einem Endgewicht von 5,4kg. hatte also etwa 50°, seines 
Anfangsgewichts eingebiiBt. 

Ich beschloB, nur noch an einem Hund (Hund Nr. 4) durch wiederholte 
Operation die aufgeworfene Frage zu studieren, um dann weiterhin nach 
der zweiten Methode (s. oben) vorzugehen, namlich den Hund nur einmal 
zu operieren und dann zu téten. 

Was die Bedeutung der Werte fiir die Atherextraktivstoffe anbetrifft, 
so gilt hier genau das, was bei dem Hund Nr. 2 gefunden wurde (s. daselbst). 

Der Trockengehalt ist iibrigens wiederum in der Leber stets gréBer 
als im Muskel. 

Der Hund Nr. 4 erhielt zuerst 2 g Hefe und 4 g Zucker pro Kilogramm, 
zeigt aber mit 7,3°, Glykogen in der frischen Leber keinen héheren Gehalt 
als der Hund Nr. 2, der seinerseits dem Hund Nr. 3 bei der gleichen Gabe 
iiberlegen war. wahrscheinlich infolge individueller Verschiedenheit der 
Tiere an und fiir sich. Der Wert fiir das Muskelglykogen war sogar mit 
0,55°, ziemlich niedrig. Zur zweiten Operation hatte der Hund bereits 
iiber 10°, seines Gewichts verloren, zeigte aber trotzdem nach Zugabe 
von 4g Zucker pro Kilogramm einen Leberglykogengehalt von 10°,, 
wahrend im Muskel nur 0,5°, gefunden wurden. Zur dritten Operation 


erschien der Hund wiederum mit um 10°, vermindertem Gewicht. Er 
erhielt 2g Hefe und ',g Zucker pro Kilogramm. Die Glykogenwerte in 
Leber und Muskel waren 4,7 und 0,4°,. Den Versuch. nun eine Gabe von 


1,g Zucker pro Kilogramm, ohne Hefe an dem Hunde auszuprobieren. 
muBte ich zundchst fallenlassen, da sich sein Gewicht schnell stark ver- 
mindert hatte (von 111, auf 7kg). Der Hund erholte sich spater wieder 
(2 Monate darauf wog er 10 kg), konnte aber auf einem FuSe nicht mehr 
richtig laufen und daher zu keinem weiteren Versuch benutzt werden. 

Die Werte der Atherextraktivstoffe in Leber und Muskel lieBen auch 
diesmal kein einheitliches Bild erkennen. 

Der Trockengehalt war in der Leber, bis auf die dritte Operation, 
immer gréBer als im Muskel. 

Die Hunde Nr. 5 und 6 sollten zur Priifung einer anderen Frage dienen. 

Der héchste Glykogenwert in der frischen Leber war bei 4g Zucker 
pro Kilogramm mit 10°, gefunden worden (vgl. Hund Nr. 4, zweite Opera- 
tion). Die naéchst hédheren Werte lagen bei 9 bis 6°, und bedeuteten die 
Wirkung der Zugabe von 2 g Hefe und 2 bis 4g Traubenzucker pro Kilogramm 
und 2g Zucker allein (vgl. Hund Nr. 2, erste und zweite Operation; 
Hund Nr. 3, zweite Operation; Hund Nr. 4, erste und zweite Operation). 
Alle diese Werte waren also entweder durch iiberhohe Zuckerdosierungen 
allein oder durch Beimengung einer solehen mit Hefe entstanden. Der 
etwas erhéhte Glykogenwert von etwa 4 bis 5°, war jedoch bereits nach 
Zugabe von 2 g Hefe und 4, bis 1 g Zucker pro Kilogramm erreicht worden 
(vgl. Hund Nr. 2, dritte Operation und Hund Nr. 4, dritte Operation). 
Diese Erhéhung bei Zugabe kleinerer Zuckermengen war gerade das fir 
mich Interessanteste an den bisherigen Ergebnissen, da die Werte mit 
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gewohnlichen Hefegaben allein ohne Zuckerzugabe sowie diejenigen mit 
gewohnlichen (also verhaltnismaBig geringen) Zuckergaben allein ohne 
Hefezugabe betrachtlich niedriger lagen (vgl. Hund Nr. 1, erste Operation; 
Hund Nr. 2, vierte Operation; Hund Nr. 3 dritte und vierte Operation). 
Eine Ausnahme bildet nur der Hund Nr. 1 bei der dritten Operation, so 
da8 anzunehmen ist, daB dieser Hund iiberhaupt einen héheren Glykogen- 
standard in der Leber hatte und bei der ersten Operation, wie bereits 
bemerkt, noch nicht genug trainiert war, um diesen Wert von Anfang an 
zu zeigen. 


Ich glaubte also, mit Hilfe der méBigen Hefegabe von 2g pro Kilogramm 
im Verein mit einer mafigen Zuckerzulage von | g pro Kilogramm bereits 
eine immerhin stark erhéhte, auf alle Falle iiber die Wirkung von 2 g Hefe 
pro Kilogramm allein hinausgehende Glykogensteigerung zu erzielen und 
beschloB daher, diesen Versuch exakt an zwei Hunden, und zwar in um- 
gekehrter Reihenfolge, auszuprobieren. 


Der Hund Nr. 5 erhielt zu diesem Zwecke bei der ersten Operation 
1 g Zucker pro Kilogramm und bei der zweiten Operation 2g Hefe und 
1 g Zucker pro Kilogramm. Wahrend der Glykogenwert der frischen Leber 
des ersten Versuchs mit 7,4°; auffallend hoch ist, war der des zweiten trotz 
Gewichtsgleichheit des Hundes so auffallend niedrig, da8 man ihn wohl 
schon irgendwelchen pathologischen Veraénderungen im Hunde zuschreiben 
mu8. Der Hund wurde iibrigens bei der zweiten Operation, um schneller 
arbeiten zu kénnen, getétet. 


Ebenso erging es dem Hund Nr. 6, der jedoch die Zugaben des Hundes 
Nr. 5 in umgekehrter Reihenfolge erhielt. Auch in bezug auf seine Glykogen- 
werte ist fast dasselbe zu sagen wie zu dem vorherigen Hund. Der erste 
Wert von 5% liegt allerdings noch durchaus auf der /$asis des bisher Er- 
forschten (vgl. Hund Nr. +, dritte Operation), aber der Befund des zweiten 
Versuchs ist so auffallend niedrig, daB ich mit ihm nicht ernsthaft rechnen 
konnte. Der Hund hatte trotzdem sein Gewicht behalten. Ich komme 
bei Hund Nr. 7 noch einmal darauf zuriick. 


Uber Atherextraktivstoff- und Trockenbestimmungen ist dasselbe zu 
sagen wie zu allen bisher untersuchten Hunden. 


Bevor der Versuch, der an Hund Nr. 5 und 6 gemacht wurde, wiederholt 
wurde, sollte erst festgestellt werden, ob durch die letztere Methodik, einmal 
schnell zu operieren und das zweitemal schnell zu operieren und den Hund 
dabei sterben zu lassen, und bei der dabei von mir angewandten Technik, 
ein Glykogenabfall zu beobachten ist. 


Der Hund Nr.7 erhielt zu diesem Zwecke vor der ersten und vor der 
zweiten Operation — bei der zweiten Operation wurde er getétet — je 
150 cem Wasser eingegossen. In der Leber ist im Gegensatz zu einem 
Abfall ein schwacher Anstieg des Glykogens zu bemerken, némlich von 
4,8 auf 5,3 °%, und ebenso im Muskel von 0,45 auf 0,55 °%. Das hangt méglicher- 
weise mit der 10°,igen Gewichtszunahme zusammen, die der Hund in- 
zwischen erfahren hatte. 


Die Atherextraktivstoffwerte sind bei der zweiten Operation nur 
unwesentlich héher als bei der ersten. Die Werte der Trockenbestimmungen 
sind bei der zweiten Operation durchweg niedriger als bei der ersten. 


Die Ergebnisse am Hund Nr. 7 berechtigen also in vollem Umfang die 
Ausfiihrung von Versuchen nach der zweiten Methodik (s. oben) und An- 
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erkennung der daraus sich ergebenden Resultate. Da Stérungen auftreten 
kénnen, beweisen die viel zu niedrigen Werte der zweiten Operationen von 
Hund Nr. 5 und 6. Worin die Ursache fiir diese Stérungen liegt, die sich 
trotz gleichen Gewichts bei dem Hund ergaben, laBt sich nicht ohne weiteres 
sagen. Trotzdem lat sich behaupten, daB nach dieser verwendeten Methode 
im aligemeinen richtige Ergebnisse zu erwarten sind ; dafiir spricht das Ergebnis 
des Versuchs am Hund Nr. 7 zu deutlich. Deswegen beschloB ich auch, den an 
den Hund Nr. 5 und 6 gemachten Versuch an zwei neuen Hunden noch einmal 
zu versuchen. Die Wahrscheinlichkeit schien doch sehr groB, daB auf diese 
Weise wenigstens an einem Hunde ein richtiges Bild der Wirkung von 2 g 
Hefe und 1 g Zucker pro Kilogramm bzw. von 1 g Zucker allein pro Kilo- 
gramm erhalten wiirde. 

Der Hund Nr. 8 erhielt vor der ersten Operation 1 g Traubenzucker 
pro Kilogramm und zeigte danach in der frischen Leber einen Glykogen- 
gehalt von 2,54°, (im Muskel 0,67°,). Diese Zuckerdosierung hat also 
keinen EinfluB auf die Héhe des Glykogenniveaus in der Leber. Dagegen 
fanden sich nach der zweiten Operation, vor der der Hund 2g Hefe und 
1 g Zucker pro Kilogramm erhalten hatte, in der Leber 8,19 (und im Muskel 
0,69)°, Glykogen. Das ist ein Prozentsatz, der schon fast an die héchsten 
bisher gefundenen Glykogenwerte heranreicht. Er iibertrifft den Wert der 
dritten Operation des Hundes Nr. 2 und den der dritten Operation des 
Hundes Nr. 4, ja sogar den der zweiten Operation des Hundes Nr. 3. Auf 
alle Fille ist es ein beachtenswertes Resultat, das sich hier einstellte. Es 
geht sogar zum Teil etwas iiber die erwarteten Grenzen hinaus, aber mit 
einer absoluten zahlenmaéBigen Ubereinstimmung war bei den Versuchs- 
hunden schon aus éuBeren Griinden von vornherein nicht zu rechnen. 
Dazu kommen Schwankungen aus den individuellen Verschiedenheiten der 
Tiere. Die Ergebnisse stimmen jedoch untereinander hinlénglich iiberein. 


Der Hund Nr. 9 wurde dazu benutzt, die an dem Hund Nr. 8 probierten 
Mengen in umgekehrter Reihenfolge zu erproben. Der Hund erhielt also 
zuerst 2 g Hefe und 1 g Zucker pro Kilogramm und zur zweiten Operation 
1 g Traubenzucker pro Kilogramm. Nach der ersten Operation zeigte der 
Hund 4°, Glykogen in der Leber und im Muskel 0,48°,. Diese Werte 
liegen, wie bereits éfter bei einem neuen Hund gefunden (s. oben), etwas 
zu niedrig, gehen aber betrachtlich iiber den Normalwert hinaus. Das 
zbigt sich auch nach der zweiten Operation, bei der der Hund in der Leber 
nur noch 2,32°% (und im Muskel 0,44°%,) Glykogen hat. Man vergleiche 
damit das Resultat der zweiten Operation des Hundes Nr. 8! Die Gabe von 
1 g Traubenzucker pro Kilogramm vermag also nicht glykogenisierend zu 
wirken, waihrend dagegen die Gabe von 2 g Hefe pro Kilogramm und Zusatz 
von 50°%, Traubenzucker eine Glykogensteigerung in der Leber hervor- 
zurufen vermag, die nicht allzuweit hinter den durch tibermaéBige Zucker- 
beimengungen oder durch iibermaéSig hohe Einzelzuckergaben erreichbaren 
Glykogenhéchstwerten in der frischen Leber zuriickbleibt 


Die Hunde Nr. 8 und 9 wurden iibrigens bei der zweiten Operation 
getétet, um schneller arbeiten zu kénnen (s. oben). Sie hatten dabei nur 
verhaltnismaBig wenig an Gewicht verloren und zwar der Hund Nr. 8 
900 g von 15000 und der Hund Nr. 9 1000 von 13200g. Die Trocken- 
gewichtsbestimmungen ergaben bei den beiden Hunden stets in der Leber 
héhere Werte als im Muskel. Auffalligerweise war jedoch der Gehalt an 
Atherextraktivstoffen in der Leber oft um ein Mehrfaches gréGer als im 
Muskel. 
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V. Zusammenfassung. 


Aus den Versuchen am Hund Nr.1 geht in Ubereinstimmung mit 
den Beobachtungen tiber das Ausbleiben der Blutzuckersenkung nach 
der peroralen Gabe von stark erhitzter Trockenhefe am Kaninchen 
hervor, daB, wenn die Trockenhefe derartig hoch erhitzt ist, auch beim 
Hunde kein Glykogenansatz zustandekommt. Durch die starke Er- 
hitzung wird also offenbar das bei der Blutzuckerbeeinflussung wirk- 
same Prinzip der Hefe zerstért. 

Ferner geht aus den Untersuchungen am Hund Nr.8 und 9 
hervor, daB gleichzeitige Gabe von Trockenhefe mit einer kleinen 
Zuckerdosis (1 g pro kg) eine starkere Glykogenanreicherung in der 
Leber machen kann, als die Gabe der genannten Zuckerdosis allein. 
Aus den Versuchen am Hund Nr.2 geht hervor, daB die kombinierte 
Gabe von Trockenhefe mit einer gréBeren Zuckergabe (2 g) keine starkere 
Glykogenanreicherung in der Leber macht, als die Zuckergabe allein. 
Das gilt erst recht von noch gréBeren Zuckergaben (z. B. 4 g), wie es 
der Versuch am Hund Nr.4 zeigt. Der glykogenisierende Effekt der 
peroralen Hefegabe kommt also am deutlichsten zum Ausdruck im 
niichternen Zustand, dann bei der gleichzeitigen Gabe einer geringen 
Zuckermenge, also stets dann, wenn wenig Baumaterial fiir das Gly- 
kogen zur Verfiigung steht. Wird aber viel Zucker gleichzeitig mit 
der Hefe’ gegeben, ist also Baumaterial fiir Glykogen im Kérper im 
UberfluB vorhanden, dann kommt der glykogenisierende Effekt der 
Hefe nicht mehr zur Anschauung, weil dann offenbar der Anreiz zur 
Glykogenbildung fiir die Leber durch den zustrémenden Zucker 
so groB ist, daB akzessorische Reize, wie z. B. die Hefewirkung, 
verpuffen. , 

Meine Ergebnisse, die in akuten Versuchen gewonnen wurden, 
stimmen iberein mit den Ergebnissen der chronischen Versuche 
von Osuka an Ratten (6). In dieser Arbeit kommt Osuka prin- 
zipiell zu demselben Resultat, obgleich nach der Fiitterung 
24 Stunden vergangen waren, bis die Tiere getétet wurden, 
d.h. es wurde dort ebenfalls gefunden, daB bei reichlichem 
Angebot von Baumaterial fiir das Glykogen akzessorische Hefe- 
zugaben keinen steigernden Effekt auf den Glykogenansatz der 
Leber haben. 

Meine Befunde decken sich ferner vollstandig mit denen von 
Pi-Suner Bayo und Liss, die im akuten Versuch beim niichternen 
Tier den glykogenisierenden Effekt der Hefefiitterung gefunden haben. 
Denn ich fand bei der gleichen Versuchsanordnung bei meinem ersten 
Hund genau dasselbe und ebenfalls dasselbe bei der Kombination 
von Hefe mit kleinen Traubenzuckergaben. 
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Untersuchungen iiber das mitogenetische Strahlungsproblem. 


II. Mitteilung: 
Hefe als Strahlenindikator. 


Von 


M. Nakaidzumi und H. Schreiber. 
(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 23, Mai 1931.) 


Mit 19 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Vor einiger Zeit haben W. Friedrich und der eine von uns (1) 
liber Versuche berichtet, die von Gurwitsch entdeckte mitogenetische 
Strahlung an Hefe (2) durch Zahlung der von der hypothetischen 
Strahlung an einer lichtelektrisch empfindlichen Metallschicht aus- 
gelésten Elektronen einwandfrei nachzuweisen. Obwohl die Emp- 
findlichkeit- der angewandten Methodik recht erheblich war, war es 
nicht gelungen, die nachzuweisende Strahlung aufzufinden (3). An 
anderen Objekten (Zwiebeln und Carcinom) war es gleichzeitig dagegen 
Rajewski (15) mit einer Modifikation des Geigerschen Zahlrohres fiir 
ultraviolettes Licht gelungen, die Strahlung aufzufinden. Die absolute 
impfindlichkeit seiner Apparatur war etwas gréBer als unsere. Als 
Gegenversuch zu unseren Versuchen war es nun zunachst notwendig, fest- 
zustellen, ob mit einer wohldefinierten physikalischen Ultraviolett- 
strahlung verschiedener Wellenlinge und von einer so geringen 
Intensitét, wie sie hier in Frage kommen soll, eine Sprossungs- 
vermehrung von Hefe angeregt werden kann. Bevor an diese Auf- 
gabe herangegangen werden konnte, muBten wir aber zunichst die 
Verwendbarkeit und Zuverlassigkeit der von Baron (4) in die mito- 
genetische Forschung eingefiihrten und seither von den verschiedenen 
Autoren mit Vorzug angewendeten Hefemethodik nachpriifen. Da 
wider Erwarten die diesbeziiglichen Untersuchungen langere Zeit in 
Anspruch nahmen und iiberdies manche fiir das in Frage stehende 
Problem bemerkenswerte Ergebnisse zeitigten, glauben wir uns dazu 
berechtigt und verpflichtet, an dieser Stelle tiber unsere Versuche zu 
berichten. 








M. Nakaidzumi u. H. Schreiber: Strahlungsprobiem usw. IT. 359 


Die Zihlung von Hefesprossungen. 


Seit dem Vorgang von Baron hat sich die Hefe in der mitogeneti- 
schen Forschung nach dem Urteil von Gurwitsch (5) als der ,,wichtigste 
und fiir viele Zwecke unentbehrliche Detektor“ erwiesen. Es sei mit 
Riicksicht auf das Folgende gestattet, die iibliche Methodik hier mit 
einigen Worten kurz darzulegen. 


Zwecks Beschickung der VersuchsgefaéBe wird der Bodensatz einer 
fliissigen Hefestammkultur durch Schiitteln aufgeschwemmt. Darauf 
werden einige Tropfen davon mittels einer Pipette entnommen und sofort 
auf die Agaroberfliche des VersuchsgefaiBes gebracht. Nachdem man 
durch vorsichtiges Schwenken des GefiBes fiir eine gleichmaBige Benetzung 
der gesamten Nahrbodenoberflache gesorgt hat, wird die Schale einige 
Zeit sich selbst iiberlassen und darauf die tiberschiissige Fliissigkeit vor- 
sichtig abgegossen. Alsdann wird die Kultur, die mit Riicksicht auf das 
sich etwa bildende Kondensationswasser ,,auf den Kopf gestellt‘‘ wird, 
bei 25° C bis zum Gebrauch gehalten. Kulturen von Saccharomyces ellipsoi- 
deus, auf welche Hefeart sich die dargelegte Methodik bezieht, sind gebrauchs- 
fahig, von etwa 9 bis 12 Stunden nach Anlegung der Kultur. 


Fast noch mehr als S. ellipsoideus wird in der mitogenetischen For- 
schung die nicht thermophile Nadsonia fulvescens verwendet. Fiir sie 
wird, da sie nach Gurwitsch (5) angeblich nur auf festem Nahrboden wachsen 
soll, die obige Methodik etwas abgeandert. Der festen Stammkultur wird 
mit der Platinése etwas Hefe entnommen, diese an der Wand des Versuchs- 
gefaéBes zerrieben und iiber die angefeuchtete Agaroberflaiche verteilt. 
Nadsoniakulturen sind, gebrauchsfahig von etwa 5 bis 12 Stunden. 


Fiir den Versuch wird aus einer so hergestellten Kultur ein Agarblock 
mit einem ,,als durchaus gleichmaBig imponierenden“ (5) Hefebelag heraus- 
geschnitten und dieser in zwei Teile geteilt. Die eine Halfte dient als 
Detektor, die andere als Kontrolle. Nach dem Versuch und Ablauf der 
nétigen Zeit wird mit der Platinése sowohl vom Detektor als auch von der 
Kontrolle eine minimale Menge von Hefezellen entnommen und mit destillier- 
tem Wasser auf Objekttragern verrieben. Nach erfolgter Fixierung wird 
mit Léfflers Methylenblau bzw. mit Haématoxylin gefirbt und bei beiden 
Praéparaten die prozentuale Zahl der sprossenden Zellen bestimmt. Die 
Kriterien fiir eine Sprossung weichen bei den verschiedenen Autoren von- 
einander ab: Baron (4) zéhit als Sprossungen alle Knospen, die kleiner 
sind als die Halfte der gréBeren Zelle, waihrend Gurwitsch (5) nur solche 
als Sprossen beriicksichtigt, die noch rund sind. Léngliche Knospen werden 
bei ihm als erwachsene Zellen gezahit. Uber die Zahlungskriterien bei 
Nadsonia, bei der normalerweise am Ende einer Zelle ein bis vier Sprossen 
entstehen kénnen, die kleiner als die Mutterzelle sind, existieren in der 
Literatur keine néheren diesbeziiglichen Angaben. 

Aus den so gefundenen Prozentzahlen der sprossenden Zellen im 
Kontrollpréparat (K °%) und im Detektorpréiparat (D %) wird dann der 
Induktionseffekt (J °;,) in Prozenten berechnet nach der Formel: 


ti ‘a 
D % —K ‘ 


— ) . ‘ 
K% 100 


I% = 


Als sichere Induktionseffekte rechnen Werte von J iiber 30°, und als Null- 
effekte Werte von — (12 — 15)% bis + (12 ~ 15)%. 
Biochemische Zeitschrift Band 237. 24 
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Die Priifung der geschilderten Methodik, die wir zunichst tber- 
nahmen, verbanden wir bei unseren Untersuchungen mit Induktions- 
versuchen, indem wir zwei Hefekulturen in verschiedenen experimen- 
tellen Anordnungen aufeinander einwirken lieBen. Als Induktor- 
nihrboden benutzten wir Bierwiirzeagar, als Detektornahrboden 
den von Baron (4) angegebenen Glukoseagar. Die erste Versuchs- 
gruppe umfaBte sieben Induktionsversuche mit Reinkulturen von 
Saccharomyces ellipsoideus II. Die Kulturen, die in flachen Petri- 
Schalen angesetzt waren, wurden beim Versuch entweder so aufgestellt, 
daB der Induktor ohne zwischengeschaltetes Medium direkt den De- 
tektor beeinflussen konnte (Abb. 1), oder aber so, daB die Indikator- 
kultur in eine feuchte Kammer mit aufgekittetem Quarzfenster ein- 
geschlossen wurde, so daB auf sie nur die mitogenetische Strahlung 
des Induktors einwirken konnte (Abb. 2). Die eine Halfte der De- 
tektorkulturen diente zum Versuch, wahrend die andere, durch zwischen- 
geschaltetes Aluminiumblech vor der ,,mitogenetischen Strahlung* 


Cmiiilldda 








Abb. 1. “ Abb. 2. Abb. 3. 
Versuchsanordnung I. Versuchsanordnung II. Versuchsanordnung III. 


des Induktors geschiitzt, fiir Kontrollpraparate verwendet wurde. 
In einer dritten Anordnung endlich wurden Argarblécke aus den 
Kulturen herausgeschnitten und zum Versuch nach Abb. 3 auf einem 
Objekttrager aufgestellt. Die Versuchstemperatur variierten wir von 
25 bis etwa 30°C. 

Fast alle Versuche erstreckten sich tiber vier Stunden Induktions- 
dauer. Die fiir die Zahlpraparate nétigen Hefeproben wurden bei 
Beginn des Versuchs, nach 2 Stunden und nach 4 Stunden Einwirkungs- 
dauer mit einer Platinése jedesmal sowohl der Kontroll- als auch der 
Versuchsseite der Indikatorkultur entnommen, sofort mit einem 
Tropfen destillierten Wassers bzw. etwa 0,5°,iger Kalilauge auf einem 
Objekttrager verrieben und die Praparate fixiert. Gefairbt wurde teil- 
weise mit Léfflers Methylenblau (Versuch 1 bis 4) und teilweise mit 
Hamatoxylin (Versuch 5 bis 7). 

Besonderes Gewicht legten wir auf die Auszihlung der Praparate, 
die wir simtlich durch drei (mitunter auch mehr) aufeinander ein- 
gespielte Beobachter vornahmen. Wir zahlten ausnahmslos ,,blind“, 
d. h. kein Zahler wuBte iiber die Herkunft des ihm vorliegenden Pra- 
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parats Bescheid. Auf diese Weise wollten wir alle unbewuBten psychi- 
schen Momente ausschalten, da wir tiberzeugt waren, daB die Zihlungen 
und ihre Ergebnisse unwillkiirlich beeinfluBt worden waren, wenn 
von dem gerade vorliegenden Priparat bekannt gewesen wire, ob es 
ein Detektor- oder ein Kontrollausstrich sei. Wir trieben unsere Vor- 
sicht in diesem Punkte teilweise sogar so weit, daB wir die auszuzihlenden 
Praparate von einem unbeteiligten Kollegen chiffrieren lieBen. — Die 
Ergebnisse dieser ersten Versuchsgruppe sind in Tabelle 1 zusammen- 
gestellt. 

Wir haben in der Tabelle sowohl die Gesamtzahl der jeweils aus- 
gezihlten Hefezellen als auch die dazugehérige Absolutzahl der 
Sprossungen angegeben, da dies notwendig ist, um auf Sicherheit 
und Zuverlassigkeit der Zahlergebnisse schlieBen zu kénnen!.  Be- 
trachtet man namlich induzierte und nicht induzierte Hefekulturen 
als zwei verschiedene Populationen, so kann man nach den bekannten 
Gesetzen der Variationsstatistik und Wahrscheinlichkeitstheorie (6) 
den mittleren Fehler der Zaihlung berechnen. Bei biologischen Ob- 
jekten ist der dreifache mittlere Fehler maBgebend. Dieser ist in der 
Tabelle bei der Angabe der Prozentsaitze der sprossenden Hefezellen 
beriicksichtigt worden. Auf seine Einwirkung auf den nach Gurwitsch 
berechneten ,,Induktionseffekt‘‘ wird weiter unten noch einmal zuriick- 
gekommen werden miissen. / 

An unserer ersten Versuchsgruppe lieBen sich verschiedene Er- 
kenntnisse gewinnen. War bisher stets angenommen worden, dab 
die Sprossungsintensitat bei den als Detektor und Kontrolle  ver- 
wendeten Hefeagarblécken gleich oder nur ganz minimal voneinander 
verschieden sei, so zeigte sich bei unseren Probeentnahmen bei Ver- 
suchsbeginn, die wir mit Ausnahme des ersten Versuchis standig durch- 
fiihrten, daB dies bei dem bisher angewendeten Impfverfahren durchaus 
nicht die Regel ist. Obwohl wir auBerst vorsichtig bei der Impfung 
verfuhren und fiir einen Versuch stets mehrere Kulturen ansetzten, 
von denen wir dann die uns am besten erscheinende benutzten, konnten 
wir keine gréBere GleichmaBigkeit erzielen, als aus der Tabelle hervor- 
geht. Wir haben aus diesen Griinden in der Tabelle auf eine zahlen- 
maBige Angabe des etwa vorliegenden ,,Induktionseffektes*‘ ver- 
zichtet. 

Ein anderer Punkt, der in diesem Zusammenhang zu erwahnen 
ist und den wir als ,,Randeffekt*‘ bezeichnet haben, ist ebenfalls ge- 
eignet, in unkontrollierbarer Weise das Zahlergebnis zu beeinflussen. 


1 In der bisher vorliegenden, mitogenetischen Literatur ist dies nur 
an wenigen Stellen getan worden. Man kann sich daher im allgemeinen 
nirgends ein Urteil bilden iiber die mégliche Fehlerbreite der mitgeteilten 
Ergebnisse, soweit sie sich auf die Baronsche Hefemethodik stiitzen. 
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40,7 6,3 
29,2 + 5.8 


> 
1 
va 


~ 
i 
Sm Wm Gt 
eet aren ons 


15.0 
271+ 6 
28,2 + 6,0 
19.1 + 4,8 
21.8 + 5,1 
16.6 + 4.8 
20.5 53 
27.1 + 5.8 
25.6 + 53 


verschiedenen Beobachtern 


3 2= 6) spross. 
ZS25= Zellen 
-— WN Peel 

186 (S) 14 
253 (S) 40 
548 (S) 37 
618 (H) 98 
DS86 (S) 82 
627 (H) 57 


572 (Hp. 38 
6091S} 44 
561 (H) 63 


545 (H) 15 
555 (H) 13 
506 (H) 8 
559 (S) 27 


562 (H) 49 


621 (Sg) 126 
596 (Sz) 98 


611 (G) 97 
585 (G) $2 
530 (H) 22 


456 (S) 48 


r Proze1 
Zah! der “ 
der 


itsatz 


sprosse nden 


Zell n 
7.5 8 
15.8 — 6.8 


6,8 +- é 
15,9 + 
14,0 = 


9,1 


— 
~ 


ee DOD =I 
ee ee ee 


20,3 4 
16.4 + 


15.9 


14.0 = 


10.5 


Owomwtro~i 
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US oe CO 
> CO oe DO 


es 


Oe DO mH COCO 
Taran 


~1 


ee 
to ir to 


to 
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Die Vermehrungsintensitat von Hefezellen ist offenbar abhingig von 
den herrschenden Lebensbedingungen. Wechseln nun an der Kultur- 
oberfliche dichtbesetzte Stellen mit zellfreien ab — sei es infolge un- 
gleichmaBiger Impfung, seies infolge vorangegangener Probeentnahme — , 
so werden die randstandigen Zellen augenscheinlich giinstigere Lebens- 
bedingungen vorfinden als die Binnenzellen und demzufolge auch 
lebhafter sprossen. Da mit der Platinése bei der Probeentnahme nur 
ganz minimale Mengen erfaBt werden sollen und ein ,,UbermaB an 
Material unter allen Umstinden vermieden werden soll‘ (5), ist die 
Gefahr eines Einflusses des geschilderten Faktors auf das Zahlresultat 
gegeben. 


In technischer Hinsicht erschien uns weiterhin das Verfahren 
der Praparatenherstellung vervollkommnungsfahig. Wir hatten namlich 
die Erfahrung gemacht, da trotz vélliger Fettfreiheit der Objekt- 
trager es sehr oft vorkam, daB die Hefezellen, die in dem ausgebreiteten 
Flissigkeitstropfen einzeln gut verteilt waren, nach dem Trocknen 
zu dichten Zellhaufen verklumpt waren und so die Auszihlung un- 
nétig erschwert, wenn nicht gar unméglich gemacht wurde. — SchlieB- 
lich glaubten wir auch in der Farbung der Hefezellen mit Methylen- 
blau oder Hamatoxylin fiir die vorliegenden Zwecke nicht optimale 
Bedingungen zu finden. 


An allen diesen hier erwaihnten Punkten setzten wir nun in Fort- 
fiihrung unserer (ntersuchungen mit Verbesserungsversuchen an. So 
stellten wir ausgedehnte Versuche mit verschiedenen Impfungsmethoden 
an. Die besten Resultate in bezug auf GleichmaBigkeit erhielten wir, wenn 
wir mit einem sterilen Wattebausch Hefezellen aus der Stammkultur auf 
den Naéhrboden tibertrugen, oder indem wir mit einem gebogenen Glasstab 
einen kleinen Tropfen aufgeschwemmter Hefe gleichmaéBig ausbreiteten. 
Bei dieser Methodik nahm die Oberfliche der Kultur nach einigen Stunden 
ein vollig gleichmaBiges, mattes, samtartiges Aussehen an. Fiir den Versuch 
und die Probeentnahme teilten wir dann die Kultur in vier Quadranten 
ein. Zwei dienten als Kontrolle, zwei wurden zum Versuch verwendet. Die 
Probeentnahme selbst geschah so, daB jeweils die gesamten, auf einem 
Quadranten sich befindlichen Hefezellen mit der Platinédse abgenommen 
wurden. Um den ,,Randeffekt‘* zu vermeiden, blieb hierbei zwischen zwei 
Quadranten ein etwa 3mm breiter Heferasen stehen. Die so ab- 
genommenen Hefezellen wurden mit etwas EiweiSglycerin geschiittelt und 
ein Teil davon auf dem Objekttrager verstrichen. Fixiert wurde mit Alkohol. 
Auf diese Weise konnten wir erreichen, daB die Hefezellen stets gleich- 
maBig einzeln auf dem Praéparat verteilt waren. Zusammenklumpungen 
zu dichten Zellhaufen haben wir niemals bemerkt (Abb. 4). 


Bei der Auswahl einer anderen Farbemethode lieBen wir uns von der 
Erwagung leiten, daB fiir die Erkennbarkeit kleinster Sprossungen erstens 
eine haarscharfe Darstellung der Konturen und zweitens méglichst groBer 
Kontrast giinstig sei. Von den beiden Méglichkeiten: weiBe Zellen auf 
schwarzem Grunde und schwarze Zellen auf weiBem Grunde, wahlten wir 
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nach Vorversuchen die letztere, die wir durch Eisenhématoxylinfarbung 
nach Haidenhein ohne Differenzierung verifizierten. 

Mit dieser Methodik erhielten wir eine zweite Versuchsserie, 
deren Ergebnisse in der Tabelle Il zusammengestellt sind. 

Die Anordnung der Tabelle entspricht im groBen und ganzen etwa 
der ersten Tabelle. Angegeben ist von jedem Praparat die Gesamtzah| 
der ausgezaihlten Zellen, die absolute Zahl der sprossenden Zellen und 
daraus berechnet der Prozentsatz der letzteren, wobei wieder der 
dreifache mittlere Fehler beriicksichtigt wurde. Die in einer weiteren 


Abb 4 
Verteilung der Hefezellen in gefirbten Priparaten. 
a: Priparat nach Baron (4) (Umzeichnung), 
b: Priparat, mit Eiweifiglycerin hergestellt (Photographie) 


Vertikalspalte angegébenen Zahlen bedeuten den, ,,Induktionseffekt* 
nach der Definition von Gurwitsch (5). Hierbei ist die fettgedruckte 
mittlere Zahl direkt aus den Zahlergebnissen berechnet worden. Die 
beiden seitlichen Zahlen dagegen geben die Grenzen an, in denen der 
,Induktionseffekt,““ unter Beriicksichtigung der Fehlerbreite der 
Zahlung schwanken kann. Saimtliche Praiparate wurden von drei 
verschiedenen Personen unabhangig voneinander ausgezahlt. 

Die zweite Versuchsserie unterscheidet sich in einem nach Gur- 
witsch (3) wesentlichen Punkte von der ersten. Die Versuche der ersten 
Reihe waren zu einem Zeitpunkte angestellt worden, an dem noch 
nichts tiber die Bedeutung des Lichtes fiir den mitogenetischen Effekt 
veréffentlicht war. Sie waren daher in einem Brutschranke im Dunkeln 
angestellt worden. Inzwischen hatte aber A. Potozky (7) gefunden, 
daB Dunkelheit den mitogenetischen Effekt herabdriicken und unter 
Umstanden sogar ganz verhindern kénne. Wir legten daher in der 
Folgezeit gréBten Wert darauf, saimtliche Induktionsversuche bei 
Tages- oder kombiniertem Licht anzustellen und gingen teilweise 
sogar so weit, die Versuchskulturen vollkommen im Hellen heran- 
zuziichten. 


Zuerst priiften wir unsere in Impfung, Probeentnahme und Pra- 
paratenherstellung verbesserte Methodik in bezug auf GleichmaBig- 
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Ver- Versuchs- 
such anordnung 


Nr. 
Prifung auf 


Gleichmabigkeit 
der Sprossungs- 


intensitat 
| 
23 Il | 
24 II ! 
31 II ! 
32 lI | 
37 II ! 


* Induktionsdauer 4 Stunden, 
3 “ 


* 


Gezahlit von 


hg und Zeit 
der Probeentnahme, 
gerechnet vom 
Versuchsbeginn 


Gesamtzahl der aus- 
gezihiten Hefezellen 


Detektor 0 Std. 1416 


Kontrolle o 5 
Detektor 2 
Kontrolle 2 
Detektor 0 
Kontrolle 0 
Detektor . 
Kontrolle e % 


Detektor e+ 
Kontrolle i 
Detektor o « 
Kontrolle 4, 


Detektor a 
Kontrolle a 
Detektor = 
Konurolle 5 

Detektor Gs 
Kontrolle os 
Detektor* 8 , 
Kontrolle* 8 , 


Detektor aa 
Kontrolle oS 
Detektor** 6 . 
Kontrolle** 6, 
Detektor e -s 
Kontrolle = 


Detektor 2,5 , 
Kontrolle 2:5» 


1338 
1407 
1388 


1430 
1392 
1322 
1465 
1402 
1390 
1433 
1522 
1309 
1400 
1295 
1283 
1355 
1462 


1271 | 


1310 


1343 
1386 


1294 | 


1357 
1446 
1450 
1214 
1246 


Zahl der 
sprossenden Zellen 


279 
287 
282 
238 
320 
290 
331 

337 
372 
342 
279 
285 
341 

357 
391 

486 
299 
349 
213 
188 
242 
317 
109 
162 
278 
309 
198 
999 


318 
331 
127 
135 


- 


J) 
i 
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1 
Schreiber 
Prozentsatz Induktionseffekt n: 
der Gurwitsch 
sprossenden D-K 
Zellen J re + 100 
20,5 + 3,4 
21,4 + 3,4 
20,7 +- 3,4 
17,6 + 3,1 
22.6 + 3,4 
21,7+3,4 
23,5 + 3.4 - 
ie re 3.3145 
43135) 27I- S8l+2 
26,0 + 3,5 
24.6 + 3,5 
211+ 3,4 ) 
—— 99 4) Rg? 
195432 J 22+ Sl 
24,3 + 35 
25,7 + 3.6 
27,3 t 3,6 | a¢ = 
319436 | o»I- 145 
229+ 3.5 
24,9 + 3,5 
16,5 + 3,1 | nas 
— 24.3 22 
147 +30 | — 31+ 1221 
17,9 + 3,2 
21,7 + 3,3 
86+ 2,4 | ” 
— 59,2 |— 30,6]+ 
124429 | ~ 21-906 
20,7 + 3,4 
22.3 + 3,3 
15,3 + 3,1 | - e 
t a a ia 
164431 | 24tl- 68 
220+ 33 
22.8 + 3,4 
10,5+ 2,7 | 
‘ —422|-— 28 
108427 | 222I- 28I 


Probeentnahme nach 8 Stunden. 





f. 

1407 3s 
1401 3s 
1407 3b 
350 32 
503 47 
391 37 
429 37 
344 31 
433 42 
517 49 
409 39 
347 31) 
376 35 
401 36 
421 371 
410 361 
395 31. 
365 27! 
284 20: 
278 221 
441 401 
423 397 
129 | 114 
174 14 
448 416 
478 454 
266  23¢ 
323 287 
44) 422 
438 42( 
145 130 
135 11¢ 
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Hefe 


samtzahl der aus 


gezahiter 


517 
409 


347 
376 
401 
421 
410 
395 
65 
278 
441 
423 
129 
174 
448 


Zahl der 
sprossenden Zellen 


394 
389 
386 
327 
473 
371 
376 
310 
422 
493 
399 
310 
350 
363 
370 
366 
314 
275 
201 

220 
401 

397 
114 
145 
416 


478 454 
266 239 
823 287 


440 
438 
145 
135 


~~ 
oO 
th 


20 
130 
110 


Nakaidzumi 


Prozentsatz 
der 
sprossenden 


Zellen 


28,0 +3,8 
27,8+ 38 
27,4+.3,7 
24,2+ 3,4 


Le 


31,5+ 3,8 
26,7 + 3,8 
26,3 + 3,7 
23,1 + 3.6 
29.4+.3,7 
82.5 + 3,8 
28,3 +- 3.4 
23.0 + 3.5 
25,4 + 3,7 
25,9 + 3,7 
26,0 + 3,6 
26,0 + 3,6 


22,5 + 2,7 
20,2 + 3,4 
15,7 + 3,1 ) 
17,2+ 3,2 | 


27,8 + 3,7 
27,9 + 3,7 
10,1 + 2,8 
12,3 + 3,9 
28,7 + 3,8 
30,7 + 3,8 
18.9 + 3,4 
21,7 + 3,5 
29,3 + 3,8 
29.2 +3,8 
11,4+2.9 


9,.7+ 2,7 J 


Induktionseffekt nach 
Gurwitsch 


J = -s -100 
A 


15,4 [+ 18,9] + 53.8 


=~ 
bo 


| - 28,0] + 64,2 


24,3 [0,0] + 32,1 


— 38,3|— 8,7] + 34,3 


~ 52,3 |— 17,9] + 38,7 


38,5 |— 12,9] + 22,5 


| _ 31.5] +17,5]+ 104,2 





Hefezellen 


ahl der aus- 








1171 
1002 
1113 
1361 
1375 
1232 
1298 
1398 
1243 
1277 
1346 
1290 
1210 
1225 
1455 
1082 
1101 
1142 
1107 


1040 
1168 
1137 
1129 
1138 
1172 
1212 
1148 
1213 
1028 
1151 
1114 





Zahl der 
sprossenden Zellen 


7 229 3: 
360 : 
9 AD oi 


262 2: 


403 28 
406 § 


334 


Staeger 


Prozentsatz 
der 
sprossenden 


Zellen 


372 28 


426 < 
355 | 


350 27 


374 $ 
875 | ¢ 
307 3 
815 | 2! 


390 
231 
269 
181 
197 


248 | 23 


371 
119 
147 
378 
411 


256 
393 
373 
140 
137 


290 23.6 


24.44 3.9 


10,5 +- 2,8 


32,4 + 4,2 
36,3 + 4,6 
12,24 2,9 
12,3 +. 3,0 


Induktionseffekt nach 
Gurwitsch 


| ») > 
28,8 | 


es 28,0 | 


| 49,8 | 


39,2 | 


D 


A 


15] 


41] 4 


10,7 
sf] 


19,2] 5 


1 
te 
—_— 


08| 


- 100 


25.0 


30.4 


i] 
~ 
to 


34,4 


49,2 
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keit der Sprossungsintensitét in den vier Quadranten der Indikator- 
kultur. Die Ergebnisse waren befriedigend (vgl. Tabelle I1), und wir 
gingen daher zu Induktionsversuchen iiber, die wir mit den schon 
erwahnten drei experimentellen Anordnungen (Abb. 1, 2 und 3) durch- 
fiihrten. Mit .,Hellhefe’, d.h. vollkommen im Hellen geziichteter 
Hefe, wurde der Versuch 37 angestellt. 


Die Tabelle II lapt erkennen, wie sich die bisher in keiner mito- 
genetischen Arbeit beriicksichtigte, aber doch unseres Erachtens unbedingt 
in Rechnung zu ziehende Fehlerbreite der Sprossungszahlung auf die 
Zuverlassigkeit des ,,Induktionseffektes auswirkt. Ein Schwankungs- 
bereich des letzteren von etwa 100°,, und noch mehr ist durchaus 
moglich. Wir wagen es unter diesen Umstanden nicht, an unsere Ver- 
suchsergebnisse noch weitere Erérterungen tiber Vorhandensein oder 
Nichtvorhandensein der ,,mitogenetischen Strahlung* bei unseren Ver- 
suchen zu kniipfen. 


Beobachtung yon Einzelzellen. 


Bei der Suche nach einer neuen, besseren Nachweismethode der 
mitogenetischen Strahlung mittels Hefe schlugen wir verschiedene 
Wege ein. Wir versuchten, sie durch Verbreiterung von strichférmig 
geimpften Kulturen zu erfassen, wie dies schon vor uns B. Rossmann (8) 
und W. Loos (9) getan haben. Auch den ebenfalls makroskopischen 
Effekt der KolonievergréBerung, den M.A. Baron (10) erhalten hat, 
zogen wir, allerdings in verdnderter Methodik, zum Versuch des 
Existenznachweises heran. Wahrend namlich Baron zu seinen Ver- 
suchen Fliissigkeitskulturen verwendete, benutzten wir solche auf festem 
Nahrboden. Wir entschlossen uns zu dieser Variation, weil schon 
diinnste Schichten von Bierwiirze bzw. Hefezellen ultraviolette Strahlung 
der Wellenlangen um 200 mu, in welchem Bereich ja auch die mito- 
genetische Strahlung liegen soll (11), vollkommen absorbieren. Gur- 
witsch (12) sucht diese Absorptionsschwierigkeiten im Hinblick auf 
mit Fliissigkeitskulturen gefundene Effekte durch die Annahme mito- 
genetischer Sekundarstrahlung zu entkraften. Wenn namlich eine 
randstandige Zelle durch ein Strahlungsquant der auffallenden mito- 
genetischen Strahlung angeregt wird, so soll sie nach Gurwitsch imstande 
sein, ihrerseits eine ,,nicht unbetrachtliche’ Quantenmenge Sekundar- 
strahlung doch offenbar der gleichen Wellenlange zu emittieren. Es ist 
nicht recht ersichtlich, auf welchen physikalischen Voraussetzungen 
diese Ansicht Gurwitschs basiert. 


Weder mit der Methode der Strichkulturen noch mit der der 
KoloniegréBe erhielten wir eine Andeutung der Existenz mito- 
genetischer Strahlen. Da dies an den relativ unempfindlichen 
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beiden Verfahren liegen konnte, kamen wir wieder auf die einzelne 


Hefezelle zuriick. 


Ausgehend von der Erwagung, daB die 


durch mitogenetische 


Beeinflussung angeblich bewirkte Vergr6Berung der Sprossungsintensitat 
einer Hefekultur sich schlieBlich auch in der absoluten Zahl der Zellen 
auswirken mu, zahlten wir von nun an nur ganze Zellen ohne Riick- 


sicht auf ihre GréBe. Wir rechneten also mit anderen Worten eine an 


der Mutterzelle befindliche Knospe bei der Auszihlung schon als er- 


wachsenes Individuum. Die angewandte Methedik war folgende: 


Aus einer durchbohrten Glasplatte wurde mittels zweier gasdicht 
aufgekitteter Platten aus Glas und Quarz eine feuchte Kammer hergestellt 
(Abb. 5). Die Glasplatte trug in diinner Schicht den Agarnahrboden mit 
der Indikatorkultur, durch die Quarzplatte hindurch wurde induziert. 


Der Abstand vom Detektor zum Induktor betrug 
etwa 10 bis 12mm. Als Detektor diente die eine 
Halfte der Indikatorkultur, als Kontrolle die 
andere. Durch entsprechend angeordnete Blenden 
war dafiir gesorgt, daB die vom Induktor aus- 
gehende ,,Strahlung** nicht auf die Kontrolle fallen 
konnte. Beim Versuch wurde die Entwicklung 
der Indikatorhefe mikroskopisch verfolgt. Hierbei 
erfolgte die Beobachtung von riickwarts, durch 
Glasplatte und Nahrboden hindurch. Es wurde 
stets fortiaufend das Wachstum der Zellen in je 


ein und demselben Gesichtsfelde der Detektor- 








Abb. 5. 
Versuchsanordnung IV. 


und ' der 


Kontrollseite 


der Indikatorkultur verfolgt. In etwa 1- bis 1!sstiindigen zeitlichen 
Abstaénden wurden zu diesem Zweck photographische Aufnahmen der 


Hefezellen angefertigt und die Platten in der 


schon 


erwahnten Weise 


ausgezéhit. Die Auszaéhlung selbst geschah so, das jede ausgezihite Zelle 


auf der Glasseite der Platte mit einem Tuschepunkt 
Abb. 6 zeigt ein Beispiel einer so erhaltenen Aufnahmeserie. 


markiert wurde. 


Es diirfte fast iiberfliissig erscheinen, ausdriicklich zu erwahnen, daB 
simtliche Versuche dieser Art bei Tages- oder kombiniertem Licht an- 
gestellt wurden. Die Versuchstemperatur betrug durchschnittlich 24 


bis 25°C. 


Die ersten Versuche mit unserer neuen 
sich darauf, ihre Fehlerbreite zu bestimmen. 


Methodik 
Da bei ihr offenbar alle 


erstreckten 


psychogenen Momente, die der bisher iiblichen SprossungszihImethode 


anhaften kénnen, ausgeschaltet waren, kam dies ungefihr darauf 
hinaus, festzustellen, inwieweit die Generationsdauer der verwendeten 
Hefe durch zelleigene und Milieufaktoren beeinfluBt wird. Unter 
Milieufaktoren verstehen wir dabei wunkontrollierbare 
fliisse, die auf geringe Ortliche Verschiedenheiten des Nahrbodens, 
der Temperatur, der Belichtung usw. zuriickzufiihren sind. Die fiir 
die im folgenden zu beschreibenden Versuche verwendeten Hefearten 


auBere Ein- 


waren Reinkulturen von Saccharomyces ellipsoideus I], Nadsonia 
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fulvescens und Nadsonia elongata'. Wir gehen zunachst auf die Ver- 
suche mit S. ellipsoideus ein. 

Die ersten Bestimmungen iiber Wachstumsunterschiede, die in 
Tabelle III wiedergegeben sind, stellten wir so an, daB wir Nahrbéden 
moglichst diinn mit Hefezellen beimpften und sofort Stellen, an denen 
eine oder dicht beisammen mehrere Zellen sich befanden, markierten. 





Abb. 6. 
Photographie lebender Hefezellen. 
a: nach 0 Minuten 


s: . & ‘ 
co: » 2 
d: ~ 189 aa 


Nach den in der Tabelle jeweils angegebenen Zeiten stellten wir dann 
fest, wie sich die markierten Zellen vermehrt hatten. 

Auch mittels photographischer Aufnahmen suchten wir mit der 
geschilderten Methodik und der spater zu den Induktionsversuchen ver- 
wendeten experimentellen Anordnung den méglichen Beobachtungsfehler 
auf verschiedene Weise zu ermitteln. Zunachst teilten wir zu diesem 


¥. "772 - . - ° ° ey 

1 Herrn Prof. Dr. Guilliermond méchten wir fiir die freundliche Uber- 

lassung der Nadsoniakulturen auch an dieser Stelle unseren besten Dank 
aussprechen. 
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Tabelle 111. 





Beobachtete Zahlen Beobachtete Zahlen 
bei Versuchsbeginn bei Versuchsende 
Zeitlicher Abstand on 











Erwachsene - Erwachsene , 
Seri Sp ae » 
Individuen Knospen Individuen Knospen 


1 _ 3 Std. 55 Min. 5 

1 = 1 

1 - ° rs 
1 - 4 ‘ 
1 owe - aa 4 4 
1 - & ' 

1 - Sia ty 8 4 
1 — 1 

1 1 3 a 12 2 
1 1 Ss 2 
1 1 ~ 4 
1 , 8 2 
1 1 S a 
1 1 8 2 
1 1 4. Ss 5 
1 1 8 3 
1 1 1 1 
2 cl fee 12 2 
2 ial 4y@-, 12 3 
2 - 4 ; 
2 ~ 12 4 
9 = 16 —_ 
2 1 4 co .« 16 4 
2 19 5 
2 2 21 8 
3 20 

3 2 20 6 
6 — er | ee 43 .- _ 


Zwecke in sechs Versuchen die Zellen der jeweils ersten Aufnahme 
in zwei méglichst gleiche Halften und verfolgten die Vermehrung der 
beiden Gruppen durch mehrere Stunden. In Abb. 9 sind die Ergebnisse 
kurvenmaBig? dargestellt. Die Ordinaten der Abbildung geben die 
relative Zellenzahl an, die man erhalt, indem man die Zellenzahl bei 
Versuchsbeginn gleich Eins setzt. An den Enden der einzelnen Kurven 
sind auBerdem noch stets die absoluten Zellenzahlen beim Versuchs- 
ende angegeben, so daB man leicht auch die absolute Anfangszahl 


1 Wir kénnen diese und alle folgenden Versuchsergebnisse aus Griinden 
der Platzersparnis nur kurvenmaéBig bringen; hoffen aber, unsere Dar- 
stellung so gew&éhit zu haben, daB sich alles wesentliche leicht daraus ent- 
nehmen 148t. Die zu Abb. 7 gegebenen Erklarungen gelten sinngem&8 auch 
fiir alle spéteren Kurven. 
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ermitteln kann. Auf der Abszissenachse ist die Beobachtungszeit 
und -dauer eingetragen. Wo mehrere Versuchsergebnisse in einer 
Abbildung vereinigt sind, wie dies auch in Abb. 7 der Fall ist, sind die 
Zeitpunkte des Versuchsbeginns und demgema&B auch alle anderen 
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Abb. 7. 
Kontrollversuch. Wachstumsunterschied in einem Gesichtsfelde. (Sacch. ellipsoideus II.) 
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Abb. 8. Abb. 9. 
Kontrollversuch. EinfiuB Kontrollversuch. 
von griinem Licht auf das Wachs- 
tum (S. ellips). ——W— unbelichtet. 


Beobachtungszeiten in der Darstellung der Ubersichtlichkeit halber 
willkiirlich stets um je 2 Stunden gegeneinander verschoben. 


Die photographischen Aufnahmen wurden standig mit mono- 
chromatischem griinen Licht gemacht. Es muBte daher weiter gepriift 
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werden, ob eine zeitlich etwa ungleichmaBige Beleuchtung der beiden 
Gesichtsfelder durch das zusatzliche griine Licht gréBeren Einflub 
auf das Zellenwachstum haben kann. Wir wahlten zu dieser Priifung 
den extremen Fall, indem wir das eine Gesichtsfeld waihrend der ge- 
samten Versuchsdauer zusitzlich griin belichteten, konnten aber, 
wie Abb. 8 zeigt, keine Beeinflussung aufdecken. 

Die Ergebnisse der nachsten Versuche, die ebenfalls zur Priifung 
der Methode und Feststellung ihrer Fehlerbreite angestellt wurden, 
sind in Abb. 9 bis 11 wiedergegeben. Abb. 9 zeigt zwei Versuche tiber 
Wachstum in verschiedenen mikroskopischen Gesichtsfeldern, in 





























= 
9 RE 
‘ x 
= 
N 
37 Yam ee ae 
Ly a 
& 
N, , a ee! ee 
e 
ps 
“ , ati 
0 7 7 ¢ f 0 7 2 
Seobachtungszeit Seobachtungszeit 
Abb. 10. Abb. 11. 
Kontrollversuch. Kontrollversuch. 


Abb. 10 war der feuchten Kammer ohne jede Abdeckung ein Agar- 
nahrboden und in Abb. 11 eine Induktorkultur gegeniibergestellt. 
Die Reihe der Ergebnisse von Kontrollversuchen ist hier bei weitem 
noch nicht vollstandig mitgeteilt. Doch wiirde eine ausfiihrliche Auf- 
zahlung aller Kontrollen zu viel Platz beanspruchen und auBerdem nichts 
Neues bringen. Wahrend unserer experimentellen Arbeit glaubten 
wir aber, besonders hinsichtlich der Kontrollen keine Zeit und Miihe 
scheuen zu diirfen, und haben deshalb immer wieder Kontrollversuche 
zur Sicherung der Ergebnisse unserer neuen Methode angestellt. Ohne 
hier weiter darauf einzugehen, wollen wir nun zu den eigentlichen 
Induktionsversuchen mit Saccharomyces ellipsoideus iibergehen. Thre 
Ergebnisse sind in den Abb. 12 bis 16 niedergelegt, in denen jeweils 
in einem Kreis auch die zu dem betreffenden Kurvenpaar gehérende 
Nummer der Induktionsversuche angegeben ist. Die gestrichelten 
Kurven stellen stets die Kontrolle dar, wihrend die ausgezogenen 
Kurven sich auf die induzierte Kultur beziehen. Bei Versuch 9, 10 
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und 16 war die Kontrollhalfte der Indikatorkultur durch zwischen- 
geschaltetes Glas vor der auffallenden mitogenetischen Strahlung 
geschiitzt, bei den iibrigen Versuchen durch Aluminiumblech. Bei 
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Abb. 13. 
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den Versuchen 9, 10 und 16 bis 20 wurde wahrend der ganzen aus den 
Abbildungen zu ersehenden Versuchsdauer induziert, bei den iibrigen 
nur wahrend eines Teiles der Versuchszeit, und zwar bei Versuch 36 
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13/, Stunden, bei Versuch 27 2 Stunden, bei Versuch 28 und 35 3 Stunden 
und bei Versuch 25 und 26 5 Stunden lang. Die Versuche 35 und 36 
sind auBerdem mit vollkommen im Hellen herangeziichteter Hefe her- 
gestellt worden. 

Da die von uns angewendete Methodik es gestattet, neben dem 
von uns benutzten Zahlverfahren der ganzen Zellen auch das Sprossungs- 
zahlverfahren anzuwenden, zaihlten wir unsere Platten, wenigstens 
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teilweise, auch noch hinsichtlich der prozentualen Sprossungszahl 
durch. Wenn wir nun in der folgenden Tabelle IV einige Beispiele 
davon wiedergeben, so tun wir dies, wie wir ausdriicklich bemerken 
méchten, in dem BewuBtsein der Unzuverlassigkeit und Unzulanglich- 
keit eben dieses Zahlverfahrens fiir die vorliegenden Zwecke. Wir 
méchten daher an diese Zahlen keine irgenwie auch geartete mito- 
genetische Folgerungen gekniipft wissen. 


Samtliche Versuche, iiber die bisher hier berichtet wurde, wurden 
mit 8. ellipsoideus angestellt. In der mitogenetischen Forschung der 
letzten Zeit wird aber mit Vorzug Nadsonia als Detektorhefe verwendet, 


Biochemische Zeitschrift Band 237. 25 








376 


M. Nakaidzumi u. H. Schreiber: 


Tabelle IV. 





Prozentuale Sprossung bei 





Kontrollversuch (Abb. 8) 





Kontrollversuch (Abb. 10) Versuch Nr. 19 





Zeit Kontrolle Kontrolle Zeit Kontrolle induziert 














Zeit —_belichtet |p arichtet 
Oh 22,8 Oh 4,2 57,2 Oh 15,0 32,2 
1 00’ 21,4 1 O01’ 56,5 1 05’ 25,0 
1 10 40,0 1 02 50,0 1 10 21,2 
2 05 12,5 20,9 2 04 56,5 2 06 15,2 
3 10 14,7 2 05 22.5 2 08 25,9 
4 00 19,3 8 11 49.4 3 00 22,2 
4 10 81,5 3 19 25,0 3 06 50,0 
5 00 35,2 4 10 29,2 19,7 4 11 18,9 
4 12 25,0 
5 16 28,9 
5 21 14,9 
Prozentuale Sprossung bei 
Versuch Nr. 20 Versuch Nr. 17 Versuch Nr. 28 
~~ Zeit | Kontrolle induziert ~ Zeit | Kontrolle induziert Zeit Kontrolle induziert 
Oh 20,0 14,3 Oh 10,0 7,7 Qh 7,2 8,3 
1 05’ 15,2 104’ = =100,0 15,5 1 03’ 60,6 
1 12 20.0 2 04 45,4 143,0 1 04 100,0 
2 22 47,4 3 02 30,0 2 03 43,8 
223 75,0 308 | 445 2 04 31,2 
3 22 74,0 4 10 63,6 40,0 3 07 50,0 
323 | 76.2 5 04 74 | 811 308 43.5 
4 35 52,1 4 09 19,1 
4 36 42.6 4 10 26,8 
5 44 37,4 5 02 34,6 
5 45 39,7 5 03 13,3 
Prozentuale Sprossung bei 
Versuch Nr. 35 Versuch Nr. 36 
~ Zeit | Kontrolle| induziert Zeit |Kontrolle induziert 
Qh 10,0 28,0 Oh 12.5 8,8 
1 16 95 2280 1 16’ 8,8 
2 10 23,8 14,7 1 17 11,8 
3 12 66,6 40,6 2 10 10,5 
4 00 24.5 36.6 8 12 46,7 48.6 
5 00 40,7 40,4 4 00 55.6 19,4 
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da diese gegeniiber der ersteren den Vorzug besitzt, nicht thermophil 
zu sein und bei Zimmertemperatur am besten zu gedeihen. Wir sahen 
uns daher veranlaBt, auch Nadsonia zu prifen, und erhielten die in 











Zelenzahi 














Abb. 17. 
Kontrollversuche. (Nadsonia fulvy.) Wachstumsunterschied in 
einem Gesichtsfelde. 

















Abb. 18. 
Induktionsversuche. (Nadsonia fulv.) 
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Abb. 19. 
Induktionsversuche. (Nadsonia elong.) 


induziert, 
— Kontrollen. 





den letzten drei Abbildungen wiedergegebenen Resultate. Abb. 17 
zeigt die Ergebnisse von Wachstumsuntersuchungen, Abb. 18 und 19 
stellen Induktionsversuche dar. Bei Versuch 29 und 33 wurde 3 Stunden 
lang, und bei Versuch 30 und 34 5 Stunden lang induziert. 
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Diskussion und Folgerungen aus den Ergebnissen. 


Wenn wir nun zusammenfassend unsere ganzen Versuchsergebnisse, 
besonders auch hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir das mitogenetische 
Strahlungsproblem im allgemeinen iiberblicken, so miissen wir zu- 
nichst feststellen, daB es uns in insgesamt 40 Induktionsversuchen 
mit Hefe trotz verschiedener Methodik nicht gelungen ist, die Existenz 
der hypothetischen Strahlung nachzuweisen. 


Die bisher iibliche Sprossungszihlung, mit deren Hilfe wohl die 
meisten mitogenetischen Einzelergebnisse erhalten worden sind, erwies 
sich bei ihrer Nachpriifung als vollkommen unzulanglich. Ihre még- 
liche Fehlerbreite, die sich bei unseren Versuchen als alle Unterschiede 
zwischen Kontrolle und induziertem Bezirk verwischend herausstellte, 
wurde bisher nicht in der mitogenetischen Forschung beriicksichtigt. 
Obwohl es wegen mangelnder Zahlenangabe in der Literatur! nicht 
moéglich erscheint, zu den mit der bisher tiblichen Hefemethodik 
gewonnenen vielen Einzelergebnissen nachtraglich Stellung zu nehmen, 
glauben wir doch, daB diese kiinftig an Beweiskraft verlieren 
dirften. 

Schwemmle gelangte bei kritischer Durchsicht der bis 1929 in 
der Literatur vorhandenen, durch Mitosenzihlung in der Zwiebel- 
wurzel gewonnenen mitogenetischen Ergebnisse zu dem SchluB, dab 
,alle diese noch nicht zwingend Jie Existenz der hypothetischen Strahlung 
bewiesen. 


Bei den iibrigen biologischen Nachweismethoden diirften wohl 
gleichfalls ahnliche Schwierigkeiten vorliegen. Bei der Beeinflussung 
von Bakterien durch Hefe z. B. fanden Biirgers und W. Bachmann (13), 
daB sie auf chemischen Einfliissen beruhe. Das gleiche stellte VN. Chou- 
croun (14) hinsichtlich der Seeigeleier fest. 


Es haben also fast alle biologischen Detektoren, an denen die 
Strahlung nachgewiesen werden sollte, versagt. Damit diirfte aber das 
mitogenetische Strahlungsproblem unseres Erachtens wieder auf 
seinen Ausgangspunkt zuriickgefiihrt werden. Hs handelt sich also 
wieder nur um die Frage: Wird ein biologisches Objekt in einwandfrei 
feststellbarer Weise durch Strahlung irgendwelcher Wellenlinge und der 
geforderten geringen Intensitat in bezug auf Zellteilung stimuliert oder 
bleibt es unbeeinfluBt ? 


Wir sind seit einiger Zeit mit diesbeziiglichen Untersuchungen 
beschaftigt und werden dariiber demnachst berichten. 


1 Uns sind nur wenige Arbeiten bekannt, in denen die absolute Zahl 
der ausgezéhlten Hefezellen angegeben wird. 
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Zur Theorie der hydrotropischen Lésung. 


Von 
A. von Kuthy. 
(Aus dem allgemeinen pathologischen Institut der Universitét in Debrecen.) 
(Eingegangen am 26. Mai 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Die grobe Bedeutung der Hydrotropie fiir die Physiologie, die 
zuerst von Neuberg (1) 1916 in seiner ersten diesbeziiglichen, fiir das 
ganze Problem der Hydrotropie grundlegenden Arbeit gewiirdigt und 
seitdem auch von mehreren Forschern [s. u.a. Stern (2), Verzar und 
von Kuthy (3), von Kuthy (4), von Kuthy und Banga (5)] besprochen 
wurde, gab bald AnlaB, den Mechanismus der hydrotropen Lésungen 
eingehender zu untersuchen. 

Es werden im allgemeinen zwei Standpunkte vertreten: 

1. Die chemische Auffassung, welche die hydrotrope Lésungs- 
fahigkeit in erster Linie in der Bildung von Molekiilverbindungen 
sieht. Sie wird von Neuberg (l.c.1), von Pauli und Weiss (5a) sowie 
von Katz (5b) vertreten. Nach dieser Auffassung spielen die physi- 
kalischen Krafte entweder eine nebengeordnete, oder nur eine unter- 
geordnete Rolle. 

2. Die mehr physikalische Betrachtungsweise, welche die Hydro- 
tropie vor allem auf die Wirkung der Oberflachenspannungskrifte 
zurickfiihrt. In diese Gruppe gehéren die Arbeiten von Freundlich 
und Mitarbeitern sowie die von Traube und Mitarbeitern. 


Freundlich und Slottman (6) sehen die hydrotrope Wirkung in dem 
asymmetrischen Bau der hydrotropen Substanzen. Die Molekiile bestehen 
aus einem hydrophilen und aus einem hydrophoben Teile, wodurch sie 
an der Grenzflaiche des zu lésenden Stoffes orientiert Platz nehmen. Sie 
sagen: ,,Da sich diese Orientierung des hydrotropen Salzes freiwillig ein- 
stellt, also einem Sinken der freien Energie entspricht, so ware es schon 
méglich, da8 dadurch ein gewisser Bruchteil des schwerléslichen festen 
Stoffes zu einer gréBeren Grenzflache ausgedehnt wird, als es unter den 
Bedingungen einer regelrechten Saéttigung der Fall ist.‘ Sie nehmen also 
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zur Erklarung der hydrotropen Erscheinungen dieselbe Vorstellung an, 
die fir die Emulsifikation angenommen wird. Auch die Kriterien der 
hydrotropen Féhigkeit, geniigende Oberflachenaktivitat (Polaritaét) und 
geniigende Entfernung der hydrophilen und hydrophoben Gruppe (Lange 
der Molekiilachse) usw. sind mit denen der Emulgierungsfahigkeit analog. 
In seiner néichsten Arbeit mit A riiger (7) kommt Freundlich zu dem Ergebnis, 
daB die in seiner ersten Mitteilung beschriebene Giiltigkeit der T’raubeschen 
Regel nur eine scheinbare ist, da die Diffusionskoeffizienten der hydrotrop 
gelésten Stoffe auf die Bildung von echten Lésungen hinweisen. 

Da in den beiden Arbeiten die Lésungsverhaltnisse von festen 
organischen Stoffen (Benzoeséiure, Phthalsiure und Brucin) untersucht 
wurden, schien es von Interesse zu sein, auch das Verhalten von orga- 
nischen Fliissigkeiten einem genaueren Studium zu unterwerfen, da 
die Beziehungen von einem festen anorganischen Stoff zu dem hydro- 
tropen Lésungsmittel in einer Mitteilung mit Frl. Dr. Banga (1. c. 5) schon 
besprochen wurden. Auch waren die Fliissigkeiten (unter ihnen typische 
Anelektrolyte, wie Amylalkohol, Benzaldehyd und Paraldehyd) zum 
niheren Eingehen auf die schon erwahnte Analogie zwischen Hydro- 


‘tropie und Emulgierung viel mehr geeignet. 


2. Léslichkeitsverhiltnisse. 


Es wurde zunachst das Verhalten von Amylalkohol, Anilin, Chinolin 
und Paraldehyd in den hydrotropen Lésungen untersucht, die mit 
verschieden konzentrierten Lésungen von salicylsaurem, hippursaurem 
und «-naphthalinsulfosaurem Na hergestellt wurden. 

Die annahernde Bestimmung der Léslichkeit wurde so ermittelt, 
daB man in ein Reagenzglas, welches einige Zehntelkubikzentimeter 
des zu lésenden fliissigen Stoffes enthielt, aus einer Biirette unter 
standigem Schiitteln das hydrotrope Lésungsmittel so lange zuflieBen 
lieB, bis man eine klare Lésung erhielt. Auf Grund der Vorversuche 
wurde nun so vorgegangen, daB im Bereiche des grob ermittelten Wertes, 
in kleinen Abstaénden die Proportionen wechselnd, -einige Gemische 
hergestellt wurden, die man 10 Minuten lang schiittelte. Diese waren 
die endgiiltigen Werte, die in Gramm fiir 100g Lésungsmittel um- 
gerechnet in Tabelle I, IJ und III und in Abb.1, 2 und 3 zusammen- 
gestellt sind. Die Messungen wurden bei Zimmertemperatur (ungefahr 
20° C) ausgefiihrt. Samtliche benutzten Reagenzien waren die puriss. 
Praparate von Merck oder Schuchardt. 

Die eingeklammerten Zahlen neben den zu lésenden Substanzen 
bedeuten die Nummer der entsprechenden Kurven in Abb. 1, 2 und 3. 

Vergleicht man nun die erhaltenen Wert mit den Lésungskurven 
von Freundlich und Slottman, so kann man feststellen, daB die Lésung 
im allgemeinen auch bei den hier untersuchten Fallen so verlauft, 
wie bei der Auflésung von Benzoesiure und Phthalséure. Noch deutlicher 
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und iibersichtlicher werden die Verhaltnisse, wenn man die Gleichungen 
der Kurven berechnet und die zahlenmaBigen Daten miteinander ver- 
gleicht }. 
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Abb. 2. 


Tabelle I. 





+ 
Lésungsfahigkeit von salicylsaurem Na. g Substanz léslich in 100 g 
Lésungsmittel. 

Konzen- Amylalkohol Anilin Chinolin 

tration der (1) 2) (3) 

Salicylat- eee Ba Eee ST See ee ~ 2 ua 
ljésung 

g Mol) Liter gefunden | berechnet gefunden berechnet gefunden berechnet 
0,000 | 0,36 0,36 3,10 2,22 2,44 0,34 
0,125 | 0,56 0,61 2.06 2,26 0,73 0,67 
0,250 1,35 1,36 2,36 2.39 1,49 1,66 
0.500 4,06 4,36 2,78 2,92 5,00 5,59 
0,750 10,40 9.36 4,00 3,79 12,00 12,14 
1,000 18,40 16,36 5,00 5,02 21.80 21,34 
1,500 39,00 36,36 9,00 8,52 unbegrenzt, 47,6 
2,000  inallenVerh. 64,0 14,70 13,42 3 — 

mischbar 

3,000 == unbegrenzt 27,4 # — 


1! Die Gleichungen fiir die Kurven von Freundlich und Slottman habe 
ich dazu auch berechnet. 








Zur Theorie der hydrotropischen Lésung. 383 


Tabelle Il. 


Lésungsfahigkeit von hippursaurem Na. g Substanz léslich in 100 g 








Lésungsmittel. 
or ~nee Anilin Chinolin Paraldehyd 
Hippurat- ® ™ al weed 
lisung 
g Mol/Liter gefunden berechnet gefunden berechnet gefunden berechnet 
0,00 3,10 2,28 2,44 — 1,22 5,00 6,25 
0,25 2,06 2,46 unloslich — 1,03 6,25 6,25 
0,50 2,78 3,02 0,44 — 0,51 6,25 6,25 
0,75 3,70 3,89 1,00 + 0,49 6,25 6,25 
1,00 5,16 5,16 1,82 1,82 6,25 6,25 
1,50 8,70 8,78 5,40 5,63 8,20 8,12 
2,00 13,80 13,96 10,95 10,94 10,00 10,00 


Tabelle III. 


Lésungsfahigkeit von «-naphthalinsulfosaurem Na. g Substanz léslich in 
100 g Lésungsmittel. 





Konzentration Chinolin Paraldehyd 
ee (7) (8) 
a-Naphthalin- sa ae ss eee ; 
sulfonatlésung 
g Mol|Liter gefunden berechnet gefunden berechnet 

0,000 2.44 0,40 5,00! 5.00 
0,125 0,52 0,74 5,00 5,00 
0,250 1,40 1,74 5,00 5,00 
0,500 5,77 5,95 5,00 5,00 
0,750 12,00 12,48 8,00 7,50 
1,000 | 21,90 21,90 10,00 10,00 


Die Lésung erfolgt iibereinstimmend mit den Ergebnissen von Traube 

und Mitarbeitern in allen Fallen nach der allgemeinen Parabelgleichung: 
L=a-+ bC%, 

wo L die Menge der in 100g der hydrotropen Lésung gelésten Substanz in 
Gramm, C die Konzentration des hydrotropen Salzes in g Mol/Liter, a und 
b Konstanten darstellen. 

Die Gleichungen von Freundlich und Slottman lauten fiir die Lésung 
von Benzoeséure in 


1. benzolsulfosaurem Na .... . . L, = 0,286 + 0,152 C?, 
2. p-toluolsulfosaurem Na... . . . LD, = 0,286 + 0,431 C?, 


3. p-aéthylbenzolsulfosaurem Na . . . Ls = 0,286 + 0,788 C?, 


wobei die ,,a‘‘-Werte die Léslichkeit in reinem Wasser (die Entfernung von 
der C-Achse, d. h. den ,,L‘‘-Wert fiir den Fall C = 0) bedeuten. 
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Ahnlich berechnet sind die Gleichungen meiner Kurven. 


Kurve 1: Na-salicylat-Amylalkohol . . . L,= 0,36 + 16,00 C*, 
2: Na-salicylat-Anilin ..... L,= 2,32 + 2,80 C?, 
3: Na-salicylat-Chinolin. . . . . LL, = 0,34 + 21,00C?, 
4: Na-hippurat-Anilin . . . . . Ly= 2,28 + 2,88 C%, 
5: Na-hippurat-Chinolin . . . . L; = — 1,22 + 3,04 C% 
6: Na-hippurat-Paraldehyd . . . L,= 6,25 bzw. L, = 2,50 + 3,75C, 


7: Na-a-naphthalinsulfonat- 
Chimolm ... + 2 2+ « © « Dye 0, + 21,50 C%, 
8: Na-a«-naphthalinsulfonat-Par- 
aldehyd ....+5:+++-+ - De= 5,00 bew. L, = 10C. 


Wie sogleich auffallt, besteht ein Unterschied darin, daB bei 
meinen Gleichungen die ,,a‘‘-Werte nicht immer mit der Léslichkeit 
in reinem Wasser iibereinstimmen. 

Diese sind: 

Tabelle IV. 


Léslichkeit in 100 g reinen Wassers in Gramm. 





Amylalkohol Anilin Chinolin Paraldehyd 


hee 3 0,36 3,10 2,44 5,00 


Diese Verminderung der Léslichkeit in den kleinen Konzen- 
trationen des hydrotropen’ Lésungsmittels, mit Ausnahme des Amyl- 
alkohols, ist allgemein giiltig fiir die untersuchten Fille und ist 
schon von T'raube und Mitarbeitern beobachtet worden. Sie kénnte 
vielleicht damit erklart werden, daB in kleinen Konzentrationen 
die aussalzende Wirkung des Kations die lésende Wirkung des 
Anions iibertrifft. Ein Versuch mit zwei Salzen, die als nicht hydro- 
tropisch bekannt sind, wo also diese Wirkung zu erwarten war, be- 
stitigte meine Annahme. Die Léslichkeit von den hier untersuchten 
Stoffen wird von citronensaurem Na und von Seignettesalz in Konzen- 
trationen 0,5 bis 2,0 Mol/Liter herabgedriickt ?. 

Eine groBe RegelmaBigkeit zeigen die Lésungen von Olsaure in 
gepaarten Gallensiuren, die wir in einer Arbeit [von Verzar und 
von Kuthy (8)] untersuchten. 


1 Diese Erscheinung findet eine Analogie bei der Emulgierung. Besitzt 
die Adsorptionsschicht des Emulgators keine geniigende Festigkeit, so 
erfolgt anstatt Stabilisierung eine Sensibilisierung, es geht eine rasche 
Koalescenz der Teilechen vor sich. (S. dazu Freundlich und Rona, diese 
Zeitschr. 81, 87, 1917; Rona u. Gydrgy, diese Zeitschr. 105, 133, 1920.) 
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Die Gleichungen dreier der dort besprochenen sechs Faélle lauten: 


1. Olséure gelést durch Glykocholséiure bei py = 6,5: 
L, = — 0,10 + 700,0 C?, 
2. Olséure gelést durch Taurocholséure bei pq = 6,5: 


L, = 0,01 + 805,0 C*, 
3. Olséure gelést durch Taurocholséure bei pu = 7,0: 
L, = 0,00 + 1000,0 C?. 
Wie man sieht, konvergieren die Gleichungen zum Grenzwert 
L = 1000 C*, d.h. zur Form L = 6 C*. 
Die ,,a‘‘-Werte der ersten zwei Gleichungen sind wahrscheinlich den Ver- 
suchsfehlern zuzuschreiben, zumal bei Gleichung Nr. 1 sogar ein negativer 
Wert auftritt. 

Wie also aus den angefiihrten Daten ersichtlich, nimmt die hydro- 
trope Lésungsgleichung in jedem Falle, sei es eine feste Substanz, 
ein sogenannter Elektrolyt, wie die Benzoesdéure oder die Phthalsaure 
von Freundlich und Slottman, sei es eine Fliissigkeit, sogar ein typischer 
Nichtleiter, wie bei Amylalkohol oder Paraldehyd, die allgemcine 
Parabelform an. Die Abweichungen, wie in den Lésungen von Paraldehyd 
in hippursaurem Na oder in «-naphthalinsulfosaurem Na, wo die Léslich- 
keit in gréBeren Intervallen von der Konzentration unabhangig ver- 
lauft, um dann ohne Ubergang rasch anzusteigen, sind die einzigen 
Ausnahmen, aber auch diese Fille konnen, als Entartungen der Parabel 
in die geraden L =a bzw. L =a -4-bC zu den anderen gerechnet 
werden. 

Vergleicht man nun die Lésungsverhaltnisse des Anilins in den 
verschiedenen Lésungsmitteln, so sieht man, daB die Losungskurven 
(Nr. 2 und 4) fast identisch verlaufen. Die kleinen Abweichungen der 
,,a°‘-Werte (2,22 und 2,28) sowie der ,,b‘‘-Werte (2,80 und 2,88) sind 
den Versuchsfehlern zuzuschreiben. Auch zwei der Lésungsgleichungen 
von Chinolin (Nr. 3 und 7) kénnen als identisch betrachtet werden, 
wahrend im dritten Falle eine merkwiirdige Differenz sich zeigt, die 
nicht mehr mit Versuchsfehlern erkliart werden kann. -Der Verlauf der 
Lésungskurve Nr. 5 konnte namlich nicht mit einer Gleichung ent- 
sprechend wiedergegeben werden, die zu Hilfe genommene Gleichung 
Nr. 5 (ZL = — 1,22 + 3,04 C?) gibt nur das Verhalten in hohen Konzen- 
trationen wieder, wobei der groBe negative ,,a‘“-Wert (1,22) so viel 
bedeuten méchte, daB nur Wasser in Chinolin, das Chinolin dagegen 
in Wasser nicht léslich sei. Das ist ein Unsinn, da wir wissen, dab 
Chinolin in reinem Wasser zu 2,44°, léslich ist. Tatsachlich zeigt aber 
das Chinolin in 0,25 mol. hippursaurem Na keine Spur einer Lésungs- 
tendenz und erreicht bei 0,25 mol. Konzentration des hydrotropen 
Lésungsmittels nur eine Léslichkeit von 0,44°). 


An dieser Stelle seien noch folgende Beobachtungen beschrieben. 
Lést man Anilin in einer gréBeren Menge hydrotropen Lésungsmittels, 
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wie zur klaren Lésung eben nétig ist, z. B. 0,5cem Anilin in 6,0 ccm 
4 mol. benzoesaurem Na, geht mit der Menge des Lésungsmittels mit 
je 0,2ccm aufwarts, bis zu 9,0cem, und erwarmt die auf 12,0 cem 
aufgefillten Lésungen etwa bis 40°C, so wird sich in der Reihe ein 
Reagensglas finden, von welchem an auch nach Abkihlen der Lésungen 
eine homogene Fliissigkeit enthalten ist, wahrend in der Reihe vor 
diesem Glase Anilin und Lésungsmittel sich in zwei Schichten getrennt 
hatten. Die klar gebliebenen Lésungen kénnen nun beliebig mit Wasser 
verdiinnt werden, waihrend die anderen bei der Verdiinnung getriibt 
werden. Die Triibung wird auch dann erscheinen, falls’ man zur 
Verdiinnung mehr Wasser anwendet, als zur Lésung des betreffenden 
Stoffes nétig ist. Diese Wassermenge zeigt Tabelle V. (Siehe hierzu 
die schon behandelte lésungsvermindernde Eigenschaft der hydro- 
tropen Stoffe in kleinen Konzentrationen.) Es gibt also offenbar ein 
kritisches Mengenverhaltnis bei der hydrotropen Lésung*. Diese kriti- 
schen Mengen von hydrotropen Lésungsmitteln, bezogen auf 1g zu 
lésende Substanz, gibt Tabelle VI wieder. 


Tabelle V. 


Zur Lésung von 0,1 g Substanz nétige Gramm Wasser. 





Amyl- _ Benz- Sinstt Nitro- ee 
alkohol Anilin aldehyd Chinolin benaed Paraldehyd 
g Wasser... 28,0 3,2 , 20,0* 4,1 20,0* 2.0 


* Nicht volikommen aufgelist. 
Tabelle VI. 


Zur Verhiitung der Triibung nétige Kubikzentimeter Lésungsmittel, bezogen 
auf 1,0 cem zu lésende Substanz. 





Lésungsmittel Anilin Benzaldehyd Chinolin Paraldehyd 

4 mol. benzoesaures Na . 16,0 _ —-- _— 
2 mol. benzoesulfosaures 

Diet eel? oes 18,0 -~ 40,0 20,0 
2 mol. hippursaures Na . 30,0 _ 30,0 — 
1 mol. a-naphthalin- 

sulfosaures Na . . 9,0 — 25,0 -— 
4 mol. salicylsaures Na . 5,0 60,0 - _ 


Wahrend die eben beschriebenen Beobachtungen sowohl fiir die 
chemische als die physikalische Auffassung als Beweis dienen kénnen, 
geben die folgenden eine Stiitze der Emulsionstheorie einer hydrotropen 
Lésung. (Siehe dazu auch Neuberg |. c. 1, 8.145.) Es wird als Beispiel 


’ Auf diese kritischen Mengenverhiltnisse hat schon Neuberg in seinen 
Arbeiten Ber. d. preuB. Akad. d. Wiss. 1916, S. 1038 u. diese Zeitschr. 76, 
112, 1916 aufmerksam gemacht. 
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der Verlauf der Lésung von Chinolin in 1 Mol phenylpropionsaurem 
Na besprochen. 


Nimmt man 10,0 cem Chinolin und vermischt es mit 2,0cem Na- 
phenylpropionat, so entsteht eine Emulsion, die sich aber sogleich in 
zwei Schichten trennt. Erhéht man die Menge des hydrotropen Lésungs- 
mittels auf 4,0ccm, so kann eine milchartige Emulsion hergestellt 
werden, die zur Aufklarung schon ungefihr 30 Minuten braucht. Wird 
die Menge des phenylpropionsauren Na nach und nach erhéht, so wird 
auch die durch Schiitteln hergestellte Emulsion immer klarer und damit 
gleichzeitig stabiler, um bei Verwendung von 7,2ccm Na-phenyl- 
propionat vollkommen klar zu werden. Diese Lésung triibt sich nicht, 
selbst nach tagelangem Stehen, dagegen wird die Lésung, die nur 
7,lcem Na-phenylpropionat enthalt, schon nach einer Stunde triibe, 
um nach 24 Stunden sich in zwei Schichten zu trennen. Auch die Schicht 
des Chinolins ist dick genug, um annehmen zu kénnen, daB ein groBer 
Teil desselben sich aus der wasserigen Phase ausgeschieden hatte. Diese 
wie die vorher beschriebenen Versuche scheinen darauf hinzuweisen, 
daB es sich bei diesen Lésungen um eine auBerst feine Emulsion handelt. 
Diese Emulsion braucht zu ihrer Stabilitat eine gewisse Menge hydro- 
tropen Stoffes; wird diese Menge nicht zur Verfiigung gestellt, so trennt 
sich die Emulsion in ihre Bestandteile. Der soeben beschriebenen 
ahnlich verlief die hydrotrope Lésung von Nitrobenzol in salicyl- 
saurem Nayoder von Olsaéure in gepaarten Gallensauren, 

\ 
3. Oberflichenspannung’. 


Wie bereits in der Arbeit von Freundlich und Slottman erwahnt 
wird, sind simtliche hydrotropen Stoffe stark oberflichenaktiv, sie 
tiben schon in relativ geringen Konzentrationen eine bedeutend er- 
niedrigende Wirkung auf die Oberflichenspannung des Wassers aus. 
(Siehe auch von Kuthy, 1.c.4, und von Kuthy und Banga, |. c. 5.) 


Wenn nun auch bei einzelnen homologen Reihen, z. B. bei den 
Fettseifen, ein gewisser Zusammenhang zwischen Oberflichenaktivitat 
und hydrotroper Lésungsfihigkeit besteht, wie in Tabelle VII ge- 
zeigt wird [die Daten dieser Tabelle sind zum gréBten Teil aus der 
Arbeit von Tamba (9) entnommen], so kann dieser Zusammenhang 
jedoch nicht in allen Fallen nachgewiesen werden. Bei der homologen 
Fettseifenreihe, wie Tabelle VI zeigt, wird eine nennenswerte hydrotrope 
Fahigkeit erst erreicht, wenn die relative Oberflichenspannungs-erniedri- 
gung der Seife einen gewissen Grenzwert iiberschreitet. In der Tabelle 


1 Die Bestimmung der Oberflachenspannungen wurde nach _ der 
Pt-Ring-Methode von du Nony-Brinkmann bei 18 bis 20°C ausgefiihrt. 
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Tabelle VII. 


Lésungsfahigkeit und Oberflaichenspannung bei Fettseifen. (Zur Lésung 
von lcem Substanz nétige Kubikzentimeter Lésungsmittel.) 





Relative e 
Lésungsmittel 1 n Oberflichen- Amyl-  Anilin | Benz-_ Chinolin Nitro- 
spannung der | alkohol aldehyd benzoi 


n/40-Liésungen 


SS 08 ote ee gi anf 1,000 280,0 32,0 200,0* 41,0 | 200,0* 
ON bs ota se 0,970 "50,0 — — 200,0*; — 
Na-propionat ..... 0,946 40,0 — — 200,0 — 
Na-valerianat — _ 0,5 6,0* | 4,0* 0,5 50,0* 
Na-capronat. ..... 0,939 0,5 | 20,0*| 2,0* - 20,0* 
Na-heptylat ...... 0,921 0,5 -- 3,5 0,5  22,0* 
Na-laurinat ...... 0,442 0,5 “+ 4,0 _ 
Na-palmitat ...... _ 0,5 _— — 4,0 _ 


* Nicht vollkommen aufgelist. 


beginnt diese Wirkung bei der Valerianseife. Dieselbe Gesetzmabigkeit 
gilt iibrigens auch fiir die Emulgierungsfahigkeit der Fettseifen. 

Eine strenge Gesetzmabigkeit fanden Freundlich und Slottman fiir 
die homologe Reihe benzolsulfosaures, p-toluolsulfosaures und p-athyl- 
sulfosaures Na. Sie zeigten, daB die Lésungsfihigkeit dieser Reihe 
gegeniber Benzoesdure und Phthalséure — wenn auch scheinbar — 
der Regel von Traube gehorcht. In einer anderen homologen Reihe, 
und zwar bei benzoesaurem, phenylessigsaurem und phenylpropion- 
saurer Na, wo also im Gegensatz zur Reihe der eben erwahnten Autoren 
die hydrophobe Gruppe konstant gehalten und die hydrophile Gruppe 
verlingert wurde, suchte ich vergebens nach einer GesetzmaBbigkeit. 

Wie Tabelle VIII zeigt, konnte nicht einmal die Regel der Tabelle VII 
aufgefunden werden, daB namlich einer steigenden Oberflachenaktivitat 
eine steigende lésende Kraft entspricht. Obzwar die Oberflachen- 
aktivitat zunimmt (selbst diese nicht nach der T’raubeschen Regel), 
erfolgt bei Na-phenylacetat eine Abnahme der Lésungsfaihigkeit, um 
bei Na-phenylpropionat sich sprunghaft zu erhdéhen. 


Tabelle VIII. 


Zur Lésung von 1 cem Substanz nétige Kubikzentimeter des hydrotropen 
Lésungsmittels (n). 





Ober- 
Lisungsmittel | Oatnang | alkohor  Anilin | ienya Chinolin pevpot | aldehyd 
dyn/em 
Wasser... . . .| 73,0 | 280,0 32,0  200,0* | 41,0  200,0* 20,0 
Na-benzonat .. . 38,6 56,5 28,6 100,0 8.2 | 200,0*; 23,0 
Na-phenylacetat. . 37,3 114.0 30,0 200,0* 13,1 | 200,0* 30,0 
Na-phenylpropionat 36,0 43 6,4 26,0 0,72  250,0 16,6 


* Nicht ganz aufgelist. 
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Der Ergainzung des Versuchsmaterials wegen verglich ich noch 
die Verhaltnisse bei einer gréBeren Zahl von hydrotropen Stoffen, deren 
Lésungsfahigkeit aus einer alteren Arbeit mit Herrn Prof. Verzar (Verzar 
und von Kuthy, |. c. 3) schon bekannt waren. In der Tabelle 1X werden 
die Oberflachenspannungen und die zur Lésung von 1 cem fliissiger 
Substanz noétigen Kubikzentimeter der hydrotropen Lésungen ver- 
glichen. 

Tabelle IX. 


Zur Lésung von 1 cem Substanz nétige Kubikzentimeter des hydrotropen 








Lésungsmittels. 

- Liésungsmittel zy c= = e s = 

es z i Zz = 
1 Na-taurocholat . 0,1 34,5 30,0 (7) 150,0 30,0 (6) 250,0* 15,0 (4) 
2 Na-glykocholat . 0,1 35,7 24,0 (6) 150,0 30,0 (6) 250,0* 20,0 (5) 
3 Na-benzolsulfonat 2,0 39,0 10,0 (5) 100,0* 5.0(4) 50.0* 50,0* (6) 
4 Na-phenylacetat . 3,0 (41,3) 3,0 (2) 59,0* 1,0(2), 50,0* 5,0 (2) 
5 Na-cinnamylat. . 1,0 41,6 7,0 (3) 50,0*  50,0* 3,0 (1) 20,0 (5) 
6 Na-salicylat . . . 4,0 41,8 1,0 (1)) 1,0(1) 1,0(2) 30,0(2) 3,0 (1) 
7 | Na-hippurat. . . 2,0 452) 7,5 (4) 50,0* 9,0 (5) 50,0* 10,0 (3) 
8 Na-benzoat |... 4,0 46,0 3,0 (2) 10,0(2)) 0,5/(1) 60,0(3} 10,0 (3) 

9 Na-a-naphthalin- 

sulfonat. . .. 1,0 |51,38) 1,0 (1) 50,0* 4,0 (3)| 50,0* (10,0 (3) 
10|| Na-phthalat . . . 2,0 | 56,5 60,0* (9) '100,0* (100,0* (100,0* (10,0 (3) 
11||\Wasser. .... — 72,9 32,0 (8) 200,0* | 41,0(7)|200,0* (20,0 (5) 


Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die Reihenfolge nach der Lisungsfihigkeit geordnet. 
* Nicht ganz aufgelist. 


Obzwar die verschiedene Konzentration der in der Tabelle an- 
gefiihrten Lésungen einen exakten Vergleich erschwert, zeigen die Daten 
doch die — nach dem vorhergehenden bereits erwartete — Tatsache, 
daB es keinen Zusammenhang zwischen Oberflichenspannung an der 
Grenzfliche wéisserige Lésung/Luft und Lésungsfahigkeit gibt. Ein 
ahnliches Problem war schon bei den Untersuchungen iiber die Narkose- 
erscheinungen aufgeworfen worden, und es wurde dort festgelegt, dab 
die Oberflachenaktivitat (Kapillaritat) an der Grenzfliche Wasser/Luft 
nicht als ein Ma®S der narkotischen Fahigkeit betrachtet werden 
kann, da es sich im Organismus um eine Adsorption an Protoplasma, 
d. h. an unbekannten Stoffen handelt. Wahrend aber bei dem Narkose- 
problem die Méglichkeit zu einer solchen Messung nicht gegeben ist, 
sind wir bei der Hydrotropie in der giinstigen Lage, die Oberflachen- 
spannungskrafte an dem Orte ihrer Tatigkeit, d.h. an der Grenz- 
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flache zwischen dem hydrotropen Lésungsmittel und der zu lésenden 
Substanz untersuchen zu kénnen. 


In unserem Falle handelt es sich um ein zweiphasiges System: 
hydrotropes Lésungsmittel — zu lésende Substanz, die ineinander, 
wenn auch zum Teil nur begrenzt, léslich sind. Wir miissen also die 
gegenseitig gesdttigten Lésungen der zwei Fliissigkeiten herstellen, um 
die wahren Grenzflachenverhaltnisse studieren zu kénnen. Fiir die 
Grenzflachenspannung zweier sich beriihrenden Fliissigkeiten gilt nun 
die Regel von Antonow: 


64,8 = 64+ Gz, 


d.h. die Grenzflachenspannung (6, ,) ist die Differenz der Ober- 
flachenspannungen der zwei Phasen (6, und 6,), die sie gegeniiber 
der Luft bzw. ihren gesaéttigten Dampfen zeigen. Je kleiner die Grenz- 
flachenspannung nun wird, um so mehr wachst die gegenseitige Léslich- 
keit der zwei Phasen, um beim Verschwinden der Grenzflichenspannung 
vollkommen miteinander mischbar zu werden. Z. B. sind die Grenz- 
flachenspannungen und Lésungsverhaltnisse einiger Alkohole bei 20° C 
gegeniiber dem mit den Alkoholen gesattigten Wasser: 
1. Octylalkohol, Grenzflichenspannung 8,5 dyn/cm, gar nicht léslich. 
2. i-Amylalkohol, Grenzflachenspannung 4,4 dyn/cm, in geringem 
Grade léslich. ‘ 
3. i-Buthylalkohol, Grenzflachenspannung 1,5 dyn/em, schon recht 
gut léslich. ’ 
4. Propylalkohol, Grenzflachenspannung 0,0 dyn/cm, in allen Pro- 
portionen mischbar. 


Die Bestimmungen der Grenzflichenspannungen wurden nun so 
vorgenommen, daB die hydrotropen Lésungsmittel mit der — in Uber- 
schu8 genommenen — zu lésenden Substanz in einer Epruvette einige 
Minuten lang, zur Erreichung der gegenseitigen Sattigung geschiittelt 
und nach Trennung der Emulsion in zwei klare Schichten die Ober- 
flichenspannungen der gesonderten zwei Phasen gemessen wurden. 
Die Ergebnisse der bei 18°C ausgefiihrten Messungen gibt Tabelle X 
und XI wieder. 

Tabelle X. 


Oberflachenspannung der Ausgangsstoffe. 
(Vor gegenseitiger Sattigung.) 








i| ; 

fh aes Salicyl- | @-naphthalin- 
|| Wasser saures | sulfosaures 
Na Na 


Anilin | Chinolin | Nitro- 
| benzol 








Obenflachenspannung 


in dynim ....|| 72,9 41,8 51,3 40,8 46,6 | 434 








-“~ Cw DY ew ee 
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Tabelle XI. 
Oberflichenspannung (in dyn/cm) nach gegenseitiger Sattigung. 








= ‘ 
ig Flissigkeitspaare é 43 é = 5 
oae™ cy ee 
aoe PS eu 

° 2 | S oS 
Te 0 a en ee a 47,1 42.9 4.2 
2 | Na-salicylat—Anilin .. . ae S 38,9 37,6 1,3 
3 | Na-a- naphthalinsulfonat—Anilin ii ae 39,4 1,3 
4 || Waeser—Chinlin. ..........) 9809 | 46,1 48 
5 | Na-salicylat—Chinolin . . . ig. od 45,6 44,0 1,6 
6 | Na-a- naphthalinsulfonat—Chinolin sap. a 46,6 44,8 1,8 
7 || Wasser—Nitrobenzol ......... 67,9 43,2 24,7 
8 | Na-salicylat—Nitrobenzol. . . ae 48,5 44,0 4,5 
9 | Na-a-naphthalinsulfonat—Nitr benzol . 51,5 44.0 7,5 


Wie man sieht, ist die Giltigkeit der Beziehung zwischen Grenz- 
flachenspannung und Léslichkeit auch in unserem Falle eine ent- 
sprechende. Hier kénnen auch quantitative Beziehungen aufgefunden 
werden, so z. B. sind die Grenzflaichenspannungen der Systeme salicyl- 
saures Na/Anilin und «-naphthalinsulfosaures Na/Anilin identisch, 
der gleichen Grenzflachenspannung entspricht aber auch eine gleiche 
Léslichkeit, und zwar lést 1 cem hydrotropes Lésungsmittel in beiden 
Fallen 1 cem Anilin (s. Tabelle IX). Der annahernd gleichen Grenz- 
flachenspannung der Fliissigkeitspaare H,O/Anilin (4,2 dyn/cm), 
H,O/Chinolin§ (4,8 dyn/em) und - salicylsaures Na/Nitrobenzol 
(4,5 dyn/cm) entspricht auch eine annahernd gleiche Konzentration 
der gelésten Substanz in der hydrotropen Lésung, namlich 1 : 33, 1: 45 
und 1:30 (s. Tabelle IX). Ubersteigt die Grenzflachenspannung einen 
gewissen Wert, so erfolgt keine bedeutende Lésung mehr. So z. B. 
im Falle «-naphthalinsulfosaures Na/Nitrobenzol (7,5 dyn/em) und 
H,O/Nitrobenzol (24,7 dyn/cm). 


4, Diskussion. 


Wie bereits in der Einleitung hervorgehoben wurde, stehen bei 
der Erklarung des hydrotropen Lésungsmechansimus im allgemeinen 
zwei Anschauungen einander gegeniiber, und zwar die chemische und 
die physikalische. Schon in seiner ersten Arbeit, in der ein enorm 
groBes Versuchsmaterial aufgearbeitet wurde, nahm C. Neuberg zur 
chemischen Erklarungsweise Stellung, indem er auf die Wahrschein- 
lichkeit hindeutet, daB die Lésungssteigerung durch hydrotrope Salze 
infolge der Bildung von Komplexverbindungen zustandekommt. Diese 


Biochemische Zeitschrift Band 237. 26 
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Annahme war um so wahrscheinlicher, da die kurz vorher erschienene 
Arbeit von Wieland und Sorge (10) in den Choleinsauren ein glanzendes 
Beispiel der Bildung von Komplexverbindungen (Molekiilverbin- 
dungen) eben bei der Gruppe bekannter hydrotroper Stoffe, den 
Gallensiuren, gab. Auch waren viele Analogien, aus dem Gebiet 
der organischen wie der anorganischen Chemie, allgemein bekannt, so 
z. B. die erhéhte Léslichkeit von neutralen Aminosaéuren in anorgani- 
schen Salzlésungen, oder von J in K J-Lésung usw., die als verlockende 
Vorbilder dienen kénnten. In einer spateren Arbeit [Newberg und 
Weinmann (11)], wo iibrigens auch eine gute Ubersicht iiber die dies- 
beziigliche Literatur gegeben wird, werden weitere Argumente fiir die 
chemische Auffassung beigebracht. Neuberg und Weinmann sagen, dab 
,»»... eine struktur-chemische Komponente fiir die Deutung der hydro- 
tropischen Effekte kaum auBer acht zu lassen ist“. Dazu wurden sie 
durch ihre Versuchsergebnisse veranlaBt, mit denen sie zeigen konnten, 
daB bei Stoffen wie Alkoholen, wo die Darstellung von kristallinischen 
Reaktionsprodukten gar nicht zu erwarten stand, doch die Bildung 
von Molekiilverbindungen nachgewiesen werden konnte. Dies gelang 
ihnen auf Grund des Verhaltens von optisch aktiven Sauren, z. B. 
Campholsaéuren, den verschiedenen Alkoholen gegeniiber. Es trat in 
den Lésungen von Alkoholen in den optisch aktiven hydrotropen Salz- 
lésungen eine ansehnliche Drehungsaénderung ein, und da alle stérenden 
Faktoren ausgeschlossen wurden, konnte die Anderung der optischen 
Aktivitét nur der Bildung von Anlagerungsprodukten zugeschrieben 
werden. Zu demselben Resultat kommen Pauli und Weiss (I. c. 5a) 
in ihren Untersuchungen iiber das Verhalten von Ovalbumin, Serum- 
albumin und Pseudoglobulin gegeniiber hydrotropen Stoffen; sie fanden 
eine weitgehende Beeinflussung der optischen und der kolloidalen 
Eigenschaften, die sie durch die Bildung von Molekiilverbindung 
zwischen Protein und hydrotropem Stoff erkliren. Die chemische 
Auffassung wird weiter auch von Katz (l.c. 5b) bestatigt. 

Die physikalische Auffassung dagegen schreibt, wie schon erwahnt, 
die Léslichkeitszunahme der Wirkung der Oberflichenkrafte zu. Wenn 
nun nach Freundlich und Kriiger diese Wirkung die Bildung von so- 
genannten Lésungsmolekiilen bedingt, oder nach Traube, Schéning und 
Weber (12) durch die Haftintensitatskrifte ihre Léslichkeitserhéhung 
ausiibt, schreiben diese Autoren doch alle eine groBe Bedeutung dem 
asymmetrischen Bau der Molekiile von hydrotropen Stoffen zu, und was 
nun daraus folgen muB, der Orientierung derselben an Grenzflachen 
im Sinne des Langmuir-Harkinsschen Satzes. 

In dieser Arbeit gelang es mir nun die Parallelitét zwischen Emul- 
gierung und hydrotroper Lésung von fliissigen organischen Stoffen 
nachzuweisen. Auf Grund der Analogie von Lésungsverhaltnissen 
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zwischen Benzoesiure und Phthalsdure einerseits und meinen organi- 
schen Fliissigkeiten andererseits, méchte ich nun die Erklarung des 
hydrotropen Lésungsmechanismus folgenderweise verallgemeinern. 

Wird eine in Wasser nicht oder nur schwer lésliche Substanz 
mit Wasser geschiittelt, so entsteht eine grobe Emulsion bzw. Sus- 
pension, die sich bald wieder in ihre Bestandteile trennt. Gibt man 
nun zu dieser labilen Dispersion stufenweise einen hydrotropen Stoff, 
so wird die Dispersitat und Stabilitat derselben zunehmen. In dieser 
Phase der Wirkung spielen die hydrotropen Stoffe die typische Rolle 
eines Emulgators, der an der Grenzflache zwischen dispergierter Substanz 
und Dispersionsmittel adsorbiert, die Grenzflachenspannung vermindert 
und der Dispersion dadurch Stabilitét verleiht. Wird nun die Kon- 
zentration des hydrotropen Stoffes weiter erhéht, so erhaélt man eine 
immer feinere und stabilere Dispersion (siehe die in der Einleitung 
zitierte Auffassung von Freundlich), bis man bei einer gewissen Konzen- 
tration eine vollkommen klare Lésung entstehen sieht. Hier bilden 
sich die Lésungsmolekiile von Freundlich und Kriiger. 

Welche Stufe des beschriebenen Lésungsvorgangs erreicht wird, 
hangt nun einesteils von den bestehenden Mengenverhiltnissen ab, 
andererseits aber von der chemischen Beschaffenheit der Substanzen. 
So z. B. wirkt «-naphthalinsulfosaures Na auf Anilin oder Paraldehyd 
stark hydrotrop, wahrend gegeniiber Nitrobenzol nur die mehr oder 
weniger stabile Emulsionsstufe erreicht wird. Odér, wahrend Fett- 
siuren von den Salzen der gepaarten Gallenséuren glatt gelést werden, 
sind die neutralen Fette nur emulgierbar, und das so iiberaus hydro- 
trope salicylsaure Na wirkt auf Fettsiureemulsionen sogar aussalzend, 
wie die niederen Glieder der Fettseifenreihe ?. 

Dieses verschiedene Verhalten ist den verschiedenen Grenzflichen- 
aktivitaten [(G = Aoa/Ac nach Rehbinder (13)] der hydrotropen Stoffe 
an den verschiedenen Grenzflachen zuzuschreiben. Die GréBe G ist 
wiederum eine Funktion der Polaritaétsunterschiede (d. h. im endlichen 
Sinne, der chemischen Struktur) der zwei angrenzenden Phasen. 
Hier tritt der chemische Gesichtspunkt in die physikalische Erklarung 
der Hydrotropie ein®. So konnte Rehbinder (l.c.) u. a. zeigen, daB 
natiirliches Adrenalin, das sich an der Grenzfliche Wasser/Luft als 
kaum grenzflichenaktiv erwiesen hatte, an der Grenze Wasser/Benzol 


1 Salicylsaures Na besitzt an der Grenzflache Fettsiure/Lésung eine 
ungeniigende Grenzflichenaktivitat, es wirkt also sensibilisierend. (S. dazu 
die Wirkung von citronensaurem Na in Abt. 3, sowie auch Rehbinder, 
Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 146, 64, 1930.) 

2 Das Zusammenwirken von chemischen und physikalischen Kraften 
beschreibt auch Neulerg in seiner ersten diesbeziiglichen Arbeit. (I. ¢. 1, 
8. 120.) 
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recht aktiv wird. Dadurch kann auch der Einwand, der auf Grund der 
Befunde von Watzadse (14) iiber das verschiedene Verhalten von 
Zucker an der Grenzfliche wasserige Lésung/Luft und wiasserige 
Lésung/Kohle gegen die physikalische Betrachtung der Hydrotropie 
erhoben werden konnte, beseitigt werden. 

Der scheinbare Gegensatz, der noch tiber den Zustand der hydro- 
trop gelésten Stoffe zwischen den Befunden von Freundlich und 
Kriiger, bei der Lésung von Benzoesaure, Phthalséure und Brucin, und 
unseren Befunden iiber den Lésungszustand von Fettsdéuren in Gallen- 
sduren [Verzdr und von Kuthy (1. c. 8)] und von CaCO, in Salicylsaéure 
[von Kuthy und Banga (I. c. 5)] besteht — wir fanden namlich einen Teil 
des aufgelésten Stoffes in kolloidalem Zustand vor, wahrend die 
oben erwaihnten Stoffe in den Lésungen von Freundlich und Kriiger 
echt gelést waren — kann vielleicht so erklart werden, daB sich zum Teil 
so grobe Lésungsmolekiile (etwa in der GréBenordnung der einfacheren 
Proteine) bilden, die sich schon infolge der GréBe ihres Molekular- 
gewichts als Kolloide verhalten miissen. Eine Analogie zu dieser An- 
nahme soll die schon von Freundlich und Slottman erwahnte Méglichkeit 
einer kolloid-elektrolytartigen Lésung sein (z. B. wie die Seifen). Es 
soll hier betont werden, daB man bei der Hydrotropie keine scharfen 
Definitionen machen kann, wie etwa: ,,alle hydrotrop gelésten Stoffe 
befinden sich echt gelést oder kolloid-elektrolytartig gelést‘‘ usw., da 
es sich hier ‘um Uberginge handelt, und was fiir den einen Fall richtig 
sein kann, muB nicht unbedingt fiir alle gelten. 

Als Beweis dafiir soll noch die Frage der Bildung von Molekiil- 
verbindungen bei der Hydrotropie besprochen werden. So bilden z. B. 
die Desoxycholsiure [Wieland und Sorge (l.c.)] und die Apocholsaure 
[ Boedecker (15)] die duBerst gut kristallisierenden ,,Choleinsdéuren“, 
wahrend bei der Cholséure und Dehydrocholséure, bei nur kleinen 
strukturellen Differenzen zwischen den vier Gallenséuren sich, wie 
ich bewiesen hatte [von Kuthy (I. c. 4)], keine kristallisierbaren Molekiil- 
verbindungen bilden, obgleich die Lésungsfahigkeit ihrer Salzlésungen 
nur quantitativ differiert und ibrigens alle Griinde fir die 
Existenz der Choleinsdéuren sprechen. Dies ist aber kein alleinstehender 
Fall. Es ist ja bekannt, daB die sogenannte ,,sterische Valenz- 
behinderung (hervorgerufen z. B. durch die strukturellen Differenzen 
zwischen Isomeren) die Basizitat (Affinitat der Nebenvalenzen), d. h. 
die Stabilitat der Molekiilverbindungen, in hohem MaBe beeinfluBt. 
Der oben erwahnte Fall erhalt sein besonderes Interesse nur dadurch, 
daB er zur Klaérung der eben behandelten Frage beitrigt. Und wer 
kann nun die scharfe Grenze zwischen den Restaffinitaétskraéften und 
den Oberflachenkraften ziehen? Die Kraft, welche die oberflachen- 
aktiven Verbindungen an den Grenzflachen orientiert, die Lésungs- 
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molekiile von Freundlich bildet, die Hydratation der Ionen hervorruft, 
die acht Desoxycholséuremolekiile um das Fettsiéuremolekiil gruppiert 
und in den Metallkoordinationsverbindungen die Ammoniakmolekiile 
mit dem Pt- oder Cu-Kern verbindet, ist wahrscheinlich dieselbe. Es 
bestehen also zwischen Emulgierung, hydrotroper Lésung und Bildung 
von Molekiilverbindungen keine grundsatzliche, nur quantitative Unter- 
schiede. Und wie die Salicylsiure (o-Oxybenzoesiure), Anissiure 
(p-Oxybenzoeséure) und Resorcylearbonsaure (2, 4- Dioxybenzoesiure) 
in ihrer hydrotropen Fahigkeit nur quantitativ differieren, so be- 
stehen wahrscheinlich nur quantitative Unterschiede in der Fahig- 
keit von Desoxycholséure (3,7-Dioxycholansiure), Dehydrocholsiure 
(3, 7, 12- Triketocholanséure) und Cholséure (3,7, 12- Trioxycholan- 
siure), kristallinische Choleinséuren zu bilden. 

Und wenn auch bei vielen anderen Fillen die Bildung von Molekiil- 
verbindungen nachgewiesen wurde, z. B. den optisch aktiven Sauren 
von Neuberg, bei den Proteinen von Pauli und Weiss (l.c.5a) und 
bei der Lésung von CaCO, und Ca, (PO,), in Desoxycholsiure [ Klinke 
(16)] usw., so bedeutet das noch nicht, daB bei allen Fallen der hydro- 
tropen Lésungen unbedingt solche Verbindungen sich bilden miissen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird die hydrotrope Lésung von organischen Fliissigkeiten 
(Amylalkohol, Anilin, Benzaldehyd, Chinolin, Nitrobenzol und Paral- 
dehyd) untersucht und eine weitgehende Analogie zwischen diesen und 
den hydrotropen Lésungen von festen Stoffen (Benzoesiure, Phthal- 
siure und Brucin) gefunden. 

2. Die groBe Abnlichkeit zwischen Emulgierung und hydrotroper 
Lésung wird besprochen und auf Grund der Beobachtungen 

3. eine allgemeine Theorie der Hydrotropie entwickelt. 
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Permeabilitatsbeeinflussung durch oberflichenaktive Stoffe. 


Von 
A. von Kuthy. 
(Aus dem allgemeinen pathologischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 26. Mai 1931.) 


1. Einleitung. 


Die Permeabilitétsfrage der Zellen, eines der altesten und inter- 
essantesten Probleme der Biologie, wurde in den letzten Jahrzehnten, 
hauptsachlich in Verbindung mit den Narkosetheorien, viel besprochen 
und bestritten. Es zeigte sich, daB die drei Haupttheorien, die Poren- 
theorie, die Lipoidtheorie von Overton und die Haftintensitaitstheorie 
von T'raube, jede fiir sich, nicht alle Erscheinungen erklaren kénnen, 
und es besteht heute das Bestreben, mit der Vereinigung der drei Ge- 
sichtspunkte eine einheitliche Grundlage fiir das Permeabilitatsproblem 
zu schaffen. 


So kénnte man sich die Protoplasmahaut aus einer Substanz aufgebaut 
denken, die teils aus Proteinen, teils aus Lipoiden besteht, jedoch nicht im 
Sinne der Nathansonschen Mosaikmembran, sondern mehr nach der Vor- 
stellung von Lepeschkin (1), wo also die Lipoide in dem Proteingel dis- 
pergiert sind. Durch diese Membran kénnten nun die wasserléslichen 
Stoffe auf dem Wasserweg, d.h. durch die Poren des Gels, die wasser- 
unléslichen, aber lipoidléslichen Stoffe mit Hilfe der Lipoide in das Innere 
der Zellen gelangen. 

Ein Modell fiir eine derartige Auffassung ist von Tomita (2), sowie 
von Traube und Yumikura (3) geschaffen worden. Diese Autoren unter- 
suchten die Permeabilitaét von Gelatinegelen, welche verschiedene Mengen 
eines Lipoids, des Lecithins, enthielten. Sie konnten zeigen, dab, wahrend 
in reine Gelatinegele HCl und die schon recht oberflachenaktive, in Wasser 
jedoch noch gut lésliche Butterséiure mit gleicher Geschwindigkeit ein- 
diffundierten und die fast wasserunlésliche Caprylséiure kaum einzudringen 
vermag, aber mit steigendem Gehalt des Gels an Lecithin das Diffusions- 
gleichgewicht zugunsten der wasserunléslichen (lipoidléslichen) Stoffe 
verschoben wurde. 

Was nun den Wasserweg betrifft, sind in die Permeabilitaétsfrage durch 
die Untersuchung der Hydratationseinfliisse und die von Brinkmann und 
Szent-Gyérgyi beobachtete (4) Permeabilitaétssteigerung wichtige und _ be- 
deutende Gesichtspunkte eingefiihrt worden. Die letztgenannten Forscher 








1 @ 


SS _ / 





A. von Kuthy: Permeabilitaétsbeeinflussung usw. 397 


bewiesen naémlich, daB eine Kollodiummembran, die fiir Hamoglobin 
impermeabel war, nach Behandlung mit Na-oleat oder Na-glykocholat, 
also mit recht oberflichenaktiven Salzen, fiir den Blutfarbstoff durch- 
lassig wurde. Eine Erweiterung dieser Vorstellung bilden die Versuche 
von Traube und Siar Hong Wang (5). Sie fanden, daB die AusfluBzeit von 
Wasser aus Glaskapillaren, deren inneres Lumen mit einer diinnen Schicht 
eines oberflachenaktiven Stoffes, z.B. Olséure, iiberzogen wurde, von 
194 auf 49 Sekunden erniedrigt werden konnte. Wenn man auch noch 
die Beobachtungen von Weber und Neugebauer (6) in Betracht zieht, nach 
welchen die Steigungsgeschwindigkeit von Fliissigkeiten in Kapillaren 
proportional zu der Oberflachenaktivitaét derselben steigt, so ist zur 
Annahme, da8 die oberflichenaktiven Stoffe bei der Diffusion in den 
Kapillaren der Zellmembran eine Rolle spielen kénnen, zweifellos eine 
Grundlage geschaffen worden. 

Mit dem Zusammenhang zwischen Permeabilitat und Hydratation 
bzw. Dehydratation der Gele beschaftigten sich in den letzten Jahren 
Kochmann (7) und Anselmino (8), die bewiesen hatten, daB die Hydra- 
tation die Durchlassigkeit steigert, wahrend die Dehydratation, die 
Schrumpfung, eine Erniedrigung der Permeabilitat hervorruft. Wahrend 
aber Anselmino die Quellung seiner Gelatinegele durch die Anderung 
der Reaktion der Quellfliissigkeit bewirkte, so miissen wir, falls wir 
die physiologischen Verhaltnisse nachahmen wollen, nach Stoffen 
suchen, welche die Hydratation auch ohne Uberschreitung der physio- 
logischen py-Grenzen verursachen kénnen und im lebenden Organismus 
auch unter normalen Zusténden zu finden sind. | Diese Fahigkeiten 
zeigen die hydrotropen Stoffe von Neuberg (9), eine Reihe von ober- 
flichenaktiven Saéuren bzw. deren Salze, unter ihnen z. B. die homologe 
Reihe Benzoe-, Phenylessig- und Phenylpropionséure, die Glieder der 
Fettsaurereihe usw., die als intermediire Stoffwechselprodukte stets zur 
Verfiigung stehen kénnen. Als stark oberflichenaktive Stoffe sind sie 
auch faihig, den Brinkmann-Szent-Gyérgyischen Effekt hervorzurufen. 


2. Quellungsversuche. 


Die erste Aufgabe war, zu untersuchen, in welchem Mabe die 
hydrotropen Salze befaihigt sind, eine Hydratation der Proteine zu 
verursachen. Zu den Versuchen verwendete ich Gelatinegele, die aus 
der reinsten Handelsgelatine in einer Konzentration von 20°, her- 
gestellt wurden. Ihrer Einfachheit wegen wihlte ich die Quellungs- 
methode von Tomita (1. c.), mit der Anderung, daB zu 40 ccm Gelatine 
40cem Quellfliissigkeit gegeben wurden. Es wurde die Wirkung 
folgender Substanzen untersucht: benzoesaures Na, phenylessigsaures 
Na, phenylpropionsaures Na, sowie zimtsaures Na und _benzol- 
sulfosaures Na, in steigenden Konzentrationen, von 0,0625 bis 
1,0 n Lésungen. Der Versuch dauerte 48 Stunden, die Ablesungen (die 
Messung der nicht aufgenommenen Fliissigkeitsmenge) wurden in der 
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3., 6., 9., 12., 24., 36. und 48. Stunde vorgenommen. Die Fehlergrenze 
der Messungen lag zwischen 0,05 und 0,1 ccm. Die Experimente wurden 
bei Zimmertemperatur (18 bis 20°) ausgefiihrt. 


Tabelle I. 


Quellungsversuche mit hydrotropen Salzen. 








0,500 | 649 369 358 338 | 298 | 27,8 256 | 23.0 
1,000 694 420 45,2 452 | 452 452 435 41.5 


0,0625 7,65 37,8 36,6 344 330 324 30,7 290 
| 0,125 7,63 87,8 35,7 342) 328 319 296 274 

0.250 | 7.59, 873 35.2 336 32.0 308 285 263 

‘| 0.500 | 7,47 || 362 338 320) 304 290 273 256 

1,000 | 7,07 | 37,8 36,5 34,0 | 320) 303 283 | 258 

0,0625 8,00) 37,3 35,6 34,7 | 331 3820 30,0 | 285 

| 0.125 7,79 || 369 35.1 34.0) 320) 30.0 284 268 

i A | 0,250 | 7,50 || 36,7 | 34,7 | 33,4 31,7 | 29,7 | 27,8 | 26,0 


_— eem Fliissigkeit nach Stunden 
der | PH —_——— 
Lésung 3 6 9 12 24 36 | «48 
dest. Hy 0 — | — | 87,5 362 35,6 | 35,0 | 33,8 32,0 31,0 
0,0625 6,53 37,2 36,0 34,5 | 31,5 30,0 290 27,3 
Na- | 0,125 | 6,53 37,0 35,7 34,1 | 308 289 27,9 264 
en | 0,250 6,53 36,7 35,0 33,1 29,4 27,6 26,3 25.0 


Na- 
phenylacetat 


pionat 0,500 7,38 | 365 358 354 82,7 302 295 287 
1,000 | 6,89 | 41,2 430 435 |) 480 425 423 420 


0,0625 | 6,39 | 37,0 | 34,9) 33,9 32,9) 31,8 30, | 29,0 
Na- 0,125 | 6,56 || 36,0 33,3 , 31,7 30,4, 298 27,1 | 25,5 
cinnamylat 35,7 33,5 31,3 30,0 284 264 245 


| 395 | 41.0! 405) 895 37,3 359 | 34.5 


| 87,2 364 358 35,0 33,1 | 30,5 | 29,3 
36,9 | 36,0 35,3 | 34,5 | 32,7 | 29,7 280 
| 863 | 35,4 346 335) 30,9 27,3 25,0 
| 38,7 369 358 34,7 31,8 27,8 25,7 
| 46,2 462 462 462 47,0 47,5 47,5 


Na- 
benzolsul- 
: fonat 


0,500 
1,000 


Wie die Tabelle zeigt, rufen die untersuchten oberflachenaktiven 
Salze alle eine betrachtliche Steigerung der Quellung im Vergleich 
mit der Quellung in reinem Wasser hervor. Die gréBte Wirkung iiben 
meistens die 0,25 n Lésungen aus, dort vermindert sich die Menge der 
Quellfliissigkeit in 48 Stunden von 40 ccm auf 25 bis 26 ccm, jedoch 
zeigen selbst noch die 0,0625 n Lésungen eine Erniedrigung der 
Flissigkeitsmenge d.h. eine Quellungszunahme (bis 29 ccm, wahrend 
bei Versuchen mit reinem Wasser die Wassermenge nur bis 31 ccm 
sinkt. Bei den 1,0 n und manchmal auch bei den 0,5 n Lésungen iiber- 
schreitet die Lésungsquellung die Kohasionsgrenze der Gelatine, es erfolgt 
also im Vergleich zu den Versuchen mit reinem Wasser eine Volumen- 
zunahme der Quellfliissigkeit. Eine RegelmaBigkeit in der homologen 
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Reihe Benzoesiure, Phenylessigsiure und Phenylpropionsaure, etwa im 
Sinne der T'raubeschen Regel, kann nicht beobachtet werden. 

Es wurde auch das px der hydrotropen Salzlésungen gemessen, da 
sie im allgemeinen schwache Séuren sind, bei denen also mit der Ver- 
diinnung der gegentiber Lackmus neutral eingestellten 1,0 n Lésungen eine 
basische Dissoziation zu erwarten ist, wobei die Reaktion des Mediums 
soweit in das basische Gebiet verschoben werden kénnte, daB diese 
Anderung selbst zur Erklarung der Hydratationsdifferenzen geniigen 
kénnte. Obzwar nach den pg-Messungen die Werte sich immer zwischen 
pu 6 und 8 bewegen, also in einem Gebiet, wo nach Kiintzel (10) durch 
die Reaktionsinderung der Quellungszustand nicht wesentlich be- 
einfluBt wird, unternahm ich doch mit m/30 Phosphatpuffern eine 
Versuchsreihe, um die Verhiltnisse unter den Bedingungen meiner 
Experimente zu kontrollieren. 


Tabelle Il. 


Quellungsversuche mit m/30 Phosphatpuffer. 





ecm Fliissigkeit nach Stunden 


PH bz Se EK nT — 





6 9 12 24 36 45 


Dest. Hy O 37,6 36,2 35,6 35,0. 38,8 32.0 31,0 


6,5 37,6 36,8 35,5 35,0 34,0 31,9 31,2 
7,0 37,8 36,5 35,4 34,8 33,8 31,8 31,0 
7,5 37,5 36,5 35,3 34,6 33,8 31,6 30,7 
8,0 37,4 36,3 35,1 34,6 33,4 31,4 30,4 


Es bestehen also, wie Tabelle Il zeigt, keine wesentlichen Diffe- 
renzen zwischen der Quellung in den Phosphatpuffern von px 6 bis 8 
und in reinem Wasser; die gréBte Fliissigkeitsabnahme — 0,6 ccm bei 


pu 8 — bleibt noch bei weitem hinter den Werten, die bei den 
0,0625 n Lésungen gefunden wurden, diese erreichen fast immer den 
Wert von 2,0ccm. Die Hydratationszunahme ist also nicht der 


Reaktionsénderung zuzuschreiben. 

Zum Vergleich mit den gefundenen Zahlen wurde auch der EinfluB 
einiger chemisch fast indifferenten, oberflichenaktiven Stoffe, der so- 
genannten Narkotica, z. B. der Alkoholreihe CH,OH, C,H,OH und 
C,H,OH, sowie von Harnstoff und Athylurethan untersucht. (Siehe 
Tabelle III und IV.) 

Ich fand den Versuchsdaten von Kochmann (l.c.) entsprechend 
in kleinen Konzentrationen entweder keine oder eine kleine Quellungs- 
férderung, bei héherer Konzentration eine minimale Hemmung der 
Hydratation. Vergleicht man aber diese Zahlen mit den Daten der 
Tabelle I, so sieht man, daB diese Wirkungen im Vergleich mit dem 
EinfluB der hydrotropen Salze verschwindend klein sind; selbst bei 
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Tabelle III. 
Quellungsversuche mit Alkoholen. 








Kon- cem Fliissigkeit nach Stunden 





zentra- | 

tlon 

ae 3 5 9 12 24 36 48 
Dest.H,O | — | 375 | 362 | 356 | 350 | 3838 320) 3810 

0,125|/ 374 363 356 348 | 336 31,9 305 
shes {, 0250 374 362 | 355 | 349 | 384 319 308 
Hs OH ) 0.500 375 363 -85,7 | 349 BBS BBO 31,0 

1000 375 | 362 377 | 850 | 385 | 321 310 

0,125 376 364 35,6 | 347 835 320 30,7 
c.Hon || 0250) 377 | 368 | 355 | 347 | 385 320 | 308 
2H, 0500 378 365 353 348 | 338 823 B10 

1000 378 364 354 348 |) 339 323 313 

0,125 37,3 36,3 35.1 34,7 33,6 31,8 30.3 
ere {| 0250 375 | 363 | 352 | 350 | 333 323 311 
HOH) 0500 376 | 365 955 853 | 387 85 BL 

1000) 378 365 | 357 | 355 | 339 327 317 


Tabelle IV. 
Quellungsversuche mit Harnstoff und Urethan. 





Kon- ecm Fliissigkeit nach Stunden 














zentra- 
tion 
mol. 3 6 9 12 24 26 48 
—— L bade ol 
Dest. H, 0 — 37,6 | 362 | 356 | 35,0 | 338 | 82,0 | 31,0 
0,125 37,3 | 360 | 352 | 345 333 | 314 | 303 
H sll 0,250 | 37,3 | 36,0 | 351 | 34,3 334 | 312 30,0 
nsey | | 9-500 87,6 | 36,3 | 35,5 | 349 33,9 | 323 31,3 
1,000 37,7 | 364 | 358 | 35,5 344 | 33,0 325 
| 0,125 || 37,7 | 361 | 353 | 350 | 336 31,9 31,0 
Urethan ||| 9250) 37,6 | 36,0 | 35,2 | 35,0 | 334 | 31,8 30,8 
? |! 0,500 37,6 35,9 352 349 332 316 30,5 
1,000 37,5 | 359 | 35,0 , 34,7 | 330 31,5 29,0 


dem am stirksten wirksamen Athylurethan erreicht die Hydratations- 
differenz der 1,0 n Lésung nur die Stufe, die bei den hydrotropen Salzen 


schon durch die 0,0625 n Lésungen hervorgerufen wird. 


3. Diffusionsversuche. 


Nachdem so bewiesen war, daB die hydrotropen Stoffe, d.h. 
eine Reihe im Organismus unter physiologischen Verhaltnissen vor- 
kommender Sauren bzw. deren Salze eine erhebliche quellungsférdernde 
Eigenschaft besitzen, galt es nun zu untersuchen, in welchem MaBe 
diese Substanzen die Permeabilitat beeinflussen kénnen. 
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Zu meinen Versuchen benutzte ich Gelatinegele, und zwar schien 
es nach mehreren Vorversuchen am geeignetsten, folgenderweise zu 
verfahren. 

Zu 10 ccm 20° iger Gelatine gab ich 5 ccm der verschieden konzen- 
trierten Lésungen, und nach einer Minute langer Erhitzung derselben 
im siedenden Wasserbad vermischte ich die Fliissigkeiten innig mit- 
einander, so daB am nachsten Tage ein homogenes Gel erhalten wurde. 
Die Untersuchungen erstreckte ich auBer den hydrotropen Salzen auch 
auf die oben erwahnten Narkotica, sowie auf einige oberflacheninaktive 
Stoffe, wie NaCl, NagSO, und Glucose. 

Die erstarrten Gele wurden am nachsten Tage mit 5ccm einer 
0,02°,igen Farbstofflésung iiberschichtet und das Eindringen der Farb- 
stoffe in das Gel 4 Tage lang taglich gemessen. 

Die verwendeten Farbstoffe bilden eine Reihe, die nach Teague 
und Buxton (11) in ihrer Dispersitaét zunimmt, d. h. in ihrer Teilchen- 
gréBe abnimmt. Diese Reihe ist: Kongorot, Nilblau, Neutralrot und 
Methylenblau BB, alle vier Praparate von Griibler. 

Die Ergebnisse der Diffusionsversuche geben Tabelle V bis VIII 
wieder. Die hydrotropen Salze wirken also den Erwartungen gemaB 
auf das Eindringen der Farbstoffe in das Gel stark fordernd, entsprechend 
ihrer Fahigkeit, die Quellung der Gelatine erheblich zu _ steigern. 
Diese Wirkung ist ‘besonders bei dem grobdispersen Farbstoff Kongorot 
betrachtlich, hier nimmt die Diffusionsgeschwindigkeit z. B. auf die 
Wirkung von 1,0 n Na-benzoat oder Na-phenylacetat fast um 300°, 
zu. Je feiner der Farbstoff dispergiert ist, um so gréBer wird selbst- 
verstandlich seine Diffusionsgeschwindigkeit, und damit parallel sinkt 
der relative EinfluB der hydrotropen Stoffe auf die Diffusion. So steigt 


Tabelle V. 


Permeabilitétsbeeinflussung durch hydrotrope Salze. Diffusionsweg ge- 
messen in Millimeter. 








feo Kongorot Nilblau Neutralrot Methylenblau BB 
Sis nach Tagen nach Tagen nach Tagen nach Tagen 
>) p= eS —_ ‘ , s 
mS=!;3/aisiei 1/2]/3i1]2]1s!/a4 1]2/ 3] 4 
9 }— 0,81,21,41,6 7,010,013,0) 9,0 12,0 15,0180 9,0 14,0'17,023.0 
2 
= 1,00 |2,03,3.5,4 5,6) 13,0 17,0.20,5 | 14,5 20,0 25,5 30,0 15,0 22,0 28,0 32,0 
£& 0,50 1,5 2,74,04,6 11,0 15,5 18,5 | 12,0 16,5 22,0 27,0 12,5 20,0 26,5 29.5 
zs 0,25 1,0 1,6 2,2 3,0 10,0 13,0 16,5 | 10,0 15,0 20,0 23,0 11,5 18,0 23,0 27,0 
= 0,10 0,91,61,82,6, 8,011,515,0) 9,5 13,0 18,022,0 11,0 16,0 20,0 25.0 
+. (| 1,00 | 2,8)3,5.5,5.5,8 | 13,5,18,0 21,5 15,5 21,0 25,0 28.5 16,0/21,0/29.0 30,0 
» &S)) 0,50 2,2'2,.4/3,.5.4,2) 10,0,15,5 18,5 | 13,0 17,5 21,0 25,0 14,0 18,5 25,0 30,0 
223) 9,25 1,41,62,23,.0 9,5 13,5 16,5 11,5 16,0 18,0220 11,5 18,5 21,5 25,0 
=*t 010 09142223 8011,015,5 10,0 15,0 18,0 22.0 11,0 18,0 21.0 25,0 
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Tabelle VI. 


Permeabilitétsbeeinflussurg durch Harnstoff und Urethan. 
gemessen in Millimeter. 





Diffusionsweg 











Kongorot Nilblau Neutralrot Methylenblau BB 
nach Tagen nach Tagen nach Tagen nach wees 
1izisjejalalsaya lalate alsilsalea 

) - 
a | — 081,214 1,6 7,0 10,0/13,0 9,0 12,0 15,0 18,0 9.0/14,017,023,0 
2 
1,00 1,41,71,92,3 8,5 13,5 .16,0 9,0 14,016,020,0 9,5/16,0 19,0 26,0 
Harn- J} 0,50 (1,2 1,51,52,0 8,0/11,5/13,5 9,0 14,016,519,5 9,5/15,0 18,5 25,0 
stoff 0,25 0,91,381,51,7 7,5 10,5/18,5 8,5 13,016,018,5 9,0)14,0 17,0.24,0 
0,10 0,.91,31,51,7 7,5 10,5/13,5 8,0 12,516,018,5 9,0/14,0 17,0.23,0 
1,00 1,01,41,61,8 8,5 | 13,0)16,0 10,0 14,5 18,0 20,5 10,0/15,5 18,0/25,0 
Ure- | 0,50 0,91,31,51,7 8,0 /12,5/15,0 10,0 13,5.17,019,5  9,0/14,5 18,5 24,5 
than | 0,25 |0,81,21,51,7 7,5 11,0/14,5 |) 9,0 138,017,019,0 9,0)14,0 17,5 23,0 
0,10 0,81,21,31,6 7,0 10,0:13,0 8,5 12,015,018,0 9,0)14,0 17,0)23,0 


Permeabilitétsbeeinflussung durch Alkohole. 


Tabelle VII. 


Diffusionsweg gemessen in 











Millimeter. 
eee Kongorot Nilblau Neutralrot Methylenblau BB 
x=s nach Tagen nach Tagen nach Tagen nach Tagen 
s8Silailsisiaialsalsitilalselelial)a2tlsle 
BO 0,8 1,21,41,6 7,0 10,0 13,0 9,0 12,0 15,018,0. 9,0 14,0 17,028,0 
je} 1,00 0,7 1,2 1,41,8 7,5 11,0 14,5) 9,0 13,0 16,019,0 9,5 15,0 18,5/25,0 
= { 0,50 0,7. 1,2:1,4'1,6 7,0 10,0 13,5) 9,0 12,5 15,018,5 9,0 14,5/17,5 24,0 
= | 0,25 0,61,21,41,6 7,0 10,0 13,0 9,0 12,0 15,0 18,0 9,0 14,0/17,0 24.0 
o 0,10 0,71,21,41,6 7,0 10.0 13,0) 9,0 12:0 15,018,0 9,0 14,0 17,0 23,0 
| 1,00 0,81,31,51,8 8,0 11,5 15,0 9,0 13,0 16,020,0 9.5 15,0 17,5 24,5 
c. / 0,50 0,8 1,2 1,2:1,7 7,5 10,5 13,5 9.0 12,0 15,018,0 9,5 15,0 18,0:24.0 
= | 0,25 0,81,21,31,6 7,0 10,5 14,0 9,0 12,0 15,018,0 9.0 13,0 18,0/23.0 
= 0,10 0,8 1,2 1,3 1,6, 7,0 10.0 13,5, 9,0 12,0:15,018,0 9,0 13,5 17,0 23,0 
= 1,00 0,81,31,51,8 7,0 11,0145 9,0 11,5 15,019,0 9,0 | 15,5 18,5245 
y | 0,50 0,813 1,51,7 7,5 11,0 14,085 14,5 14,518,0 8,5 14,5'17,5.23,5 
= | 0,25 0.7. 1,3.1,5 1,7, 7,0 11,0 14,0 8.5 11,0 15,017,0 9,0 14,5'17,0/23.5 
= 0,10 0,71,21,51,7, 7,0 11,0 14,0 8,0 11,0 15,017,5 9,0 14,0 17,5)/23,0 


der Diffusionsweg des Farbstoffes Methylenblau BB auf die Wirkung 
von 1,0 n Na-benzoat in 4 Tagen von 23 mm auf 32mm, die Zunahme 
betragt also hier nur etwa 40%. 

Von den anderen oberflichenaktiven Stoffen itiben die Alkohole, 
ebenso wie bei den Quellungsversuchen, kaum eine férdernde Wirkung 
aus. Der férdernde EinfluB von Harnstoff und Urethan ist schon aus- 
gepragter, jedoch bei weitem nicht so stark wie der der hydrotropen 
Salze. 
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Tabelle VIII. 


Permeabilitatsbeeinflussung. Diffusionsweg gemessen in Millimeter. 











=e! Kongorot Nilblau Neutralrot Methylenblau BB 
Nos nach Tagen nach Tagen nach Tagen nach Tagen 
ea. a 2s _ = 
wesiiy 2/3) 4i 1 2/138 1 ST Sere 1 2\31|4 


— | 0,8 1,2,1,41,6 7,0 10,0 13,0 9,0 12,015,018,0 9,0 14,0 17,0 23,0 
2 i 
a 1,00 0,9 1,2/1,51,8 8,0 10,5140 9,0 13,5.17,0 19,5 10,0 15,5 18,0 25,0 
S | 050 0812115118 70 103 14,0 910 135160185. 9,0 14.0 18.0 23.0 
Zs | 0,25 0,81,1/1,41,7 7,0 10,0 13,0 9,0 12,5 15,0 18,0) 9,0 14,5 17,0 22,5 
0,10 0,8 1,2/1,31,7 7,0 10,0 13,0 9,0 12,0 15,0 18,0 9,0 14,0 17,0 23,0 
2 1,00 0,6 1,0)1,214 6,0 8512.0 7,510,012,516,5 8,5 12,517,0 21,5 
os 0,50 0,7 1,091,214 65 9,512.5 8,0 11,513,016,5 8,5 13,0 17,5 22.5 
Z ) 0,25 0,81,11.41,5 65 9,512.5 85 11,514,518,0 9,0 14,0 17,0 23,0 
Z 0,10 0,8 1,2/1,3/'1,6 7,0 10,0 13,0 9,012,515,018,0 9,0 14,0 17,0 23,0 
~ ( 1,00 0,8:1,3)1,22,.0 7,5 11,0 14,5 10,0 14,517,5 19,5 10,0 13,5 18,5 23,0 
3 | 0,50 08131.21,5 7.0 11,0140 10,0 13,0165 18,5. 10,5 14,0 18,0 23,0 
ze | 0,25 0,8 1,2/1,31,6 7,0 10,5 13,0 9,0 13,0 15,018,0, 9,0 14,5 17,5 23,0 
* {0,10 0,8 1,2'1,31,6 7,0 10,0 13,0 9,0 12,5 15,0 18,0) 9,0 14,0 17,0 23,0 
¢ 1,00 0,5 1,0/1,31,3 6,5 9,0 12,0 7,5 10,5 14,0 16,0 8,0 12,0 16,0 20,0 
5 0,50 0,61,0/1,31,4 6,5 9,512.0 8,0'10,514,016,5 8,0 13,0 16,0 20,0 
2 0,25 0,71,1/1,314,6,5 9,512.5 8,5 11,014,517,0) 9,0 14,5 16,5 21,5 
S 0,10 0,71,11,31,5 7,0 10,0130 9,0,11,515,018,0 9,0 14,0 17,0 22.5 


Die oberflicheninaktiven Stoffe der Tabelle VIII wirken teils 
fordernd, teils hemmend, etwa ihrer Stellung in der Hofmeisterschen 
Reihe entsprechend. Aber auch hier zeigt sich dié Erscheinung, die 
schon aus den Quellungsversuchen bekannt ist, dab, wahrend die 
steigernde Wirkung einen betrachtlichen Grad erreichen kann, die 
Hemmung nur zu einem Bruchteil des relativen Einflusses steigt. 


4, Diskussion. 


Es gibt also eine Reihe von organischen Sauren, die mit Neuberg 
hydrotrope Stoffe genannt werden, deren Alkalisalze sich durch einige vom 
physiologischem Gesichtspunkt aus wichtige Eigenschaften auszeichnen. 
Dazu gehéren die schon viel besprochene und untersuchte Lésungsfahig- 
keit fiir wasserunlésliche Substanzen, aber auch die Fahigkeit , die Hydra- 
tation von Proteinen (Gelatine) in hohem Mae zu steigern und das 
Eindringen von Stoffen (Farbstoffen) in Gelatinegele in betrachtlichem 
Grade zu beschleunigen. Charakteristisch fiir diese Stoffe ist ihr 
asymmetrischer Bau; sie enthalten eine stark hydrophile und eine stark 
hydrophobe Gruppe, dadurch wird ihre groBe Adsorbierbarkeit bedingt, 
was ihrerseits zur ausgeprigten Entwicklung der genannten Eigen- 
schaften fiihrt. Dieser Adsorbierbarkeit an den verschiedenen Grenz- 
flachen ist ihre starke lésende Kraft (s. dazu von Kuthy, die voraus- 
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gehende Arbeit), aber auch ihre quellungsférdernde Wirkung zuzu- 
schreiben. Durch die Adsorption erteilen sie den Gelatineteilchen eine 
starke Ladung, was zur Ladungshydration, zu einer erhéhten Wasserauf- 
nahme seitens der Gelatineteilchen, d. h. zur Quellungssteigerung fiihrt. 
Die Permeabilitatssteigerung kommt nun durch zwei Ursachen zustande. 
Die erste derselben ist die Quellungszunahme, wodurch die Menge des zu 
der Diffusion zur Verfiigung stehenden Wassers in den Kapillaren er- 
héht wird (s. dazu Anselmino, 1. c.), die zweite ist wahrscheinlich darin 
zu suchen, daB die hydrotropen Salze, an den Kapillarwanden adsorbiert, 
die Geschwindigkeit der Diffusion im Sinne der Brinkmann-Szent- 
Gyérgyischen und T'raube-Siar Hong Wangschen Vorstellung erhéhen 
bzw. erst ermdglichen. 

Analoge Erscheinungen und Deutungen sind in der Physiologie 
vereinzelt beschrieben worden, so z. B. die Ergebnisse von Frl. Lang- 
ecker (12), die die Resorptionsgeschwindigkeit von auch sonst gut 
wasserléslichen Stoffen, wie MgCl, und Strychninnitrat, durch 
Zusatz von gallensauren Salzen in Froschversuchen erhéhen konnte, 
andererseits fiihrten die Versuche, die wir mit Herrn Prof. Verzdr (13) 
iiber die Resorption von Fetten unternommen hatten, ebenfalls zu 
einer derartigen Annahme, da® naimlich die Fettresorption dadurch 
zustande kommt, da die gallensauren Salze, an die Zellen der Darm- 
schleimhaut adsorbiert, den Durchtritt der Fette bzw. Fettsauren durch 
die Darmwand ermdéglichen. 

Was nun die Sondersteilung dieser hydrotropen Salze in ihrer 
Hydratations- und Permeabilitatssteigerung betrifft, so ist diese ihrer 
so stark ausgepragten Adsorbierbarkeit zuzuschreiben. Der EinfluB 
der anderen oberflichenaktiven Stoffe, wie der Alkohole, bleibt wegen 
der geringeren Adsorbierbarkeit weit zuriick. 

Die Erscheinung, daB die Wirkung der diffusionshemmenden Sub- 
stanzen, prozentual ausgedriickt, so klein ist, findet eine vollkommene 
Analogie in den Oberflachenspannungs-erscheinungen dieser Stoffe. Auch 
dort findet man eben bei den Stoffen, die hier die Steigerung der 
Diffusionsfahigkeit hervorrufen, daB durch ihre Auflésung die Ober- 
flichenspannung des Wassers bedeutend erniedrigt werden kann; da- 
gegen ist die Oberflichenspannungs-erhéhung der negativ adsorbierten 
anorganischen Salze entsprechend der geringen Permeabilitits- 
erniedrigung in meinen Diffusionsversuchen nur unbedeutend. 


Zusammenfassung. 
Es wird der Einflu8 verschiedener oberflachenaktiver und inaktiver 
Stoffe auf die Quellung der Gelatine bzw. auf die Diffusionsgeschwin- 
digkeit von Farbstoffen in Gelatinegelen untersucht. Es gibt eine aus- 
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gezeichnete Gruppe von oberflachenaktiven Substanzen, die hydro- 
tropen Salze von Neuberg, die eine recht erhebliche quellungs- bzw. 
permeabilitétssteigernde Eigenschaft besitzen. Es wird die Bedeutung 
der Beobachtungen fiir das Permeabilititsproblem besprochen. 
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Uber den Atmungsvorgang jodessigsiurevergifteter Muskeln. 


Von 
0. Meyerhof und E. Boyland’. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie die Arbeiten von Lundsgaard* aus Kopenhagen sowie aus diesem 
Institut gezeigt haben, gelingt es mittels Jodessigsiure bestimmter 
Konzentration, die Milchséiurebildung des Muskels aufzuheben und 
dabei die Atmung nicht wesentlich zu beeinflussen. Anaerob wird 
hier eine begrenzte, an den Zerfall von Kreatinphosphorséure gekniipfte 
Arbeit geleistet, wahrend in Sauerstoff unter Umstainden eine sehr 
viel groéBere Spannungsleistung vollzogen werden kann, die man durch 
die fortlaufende oxydative Resynthese der Kreatinphosphorséure 
erklaren muB. - 

Es erschien deshalb von Interesse, festzustellen, ob die Oxydation 
von jodessigsdurevergifteten Muskeln der normalen entspricht, ob 
zugesetztes Lactat auf die Atmung wirkt und wie sich der respiratorische 
Quotient bei Ruhe und Tatigkeit verhalt. Die Wirkung von Jodessig- 
sdure auf Milchséurebildung und Atmung tritt erst allmahlich ein und 
verlauft dann progressiv. Wir haben Versuche dariiber angestellt, ob 
dies an dem langsamen Eindringen der Jodessigséure liegt oder ob 
eine Zeitreaktion vorliegt. Zu diesem Zwecke wurden Jodbestimmungen 
an vergifteten Muskeln unter gleichzeitiger Messung des Vergiftungs- 
grades (Hemmung der Milchséurebildung und Starreeintritt) vor- 
genommen. 

Methode. 

Zu allen Versuchen mit intakten Muskeln wurden die Sartorien von 
Rana temporaria gebraucht. Sie wurden nach der Vorschrift von Lundsgaard 
durch Einhéngen in verdiinnte Lésung von jodessigsaurem Natrium in 


Ringerlésung vergiftet. Bei Versuchen mit zerschnittenen Muskeln wurden 
meist zunéchst die intakten Sartorien vergiftet und dann zerschnitten, 


1 Beit Memorial Research Fellow. 
2 Diese Zeitschr. 217, 162, 1930; 227, 51, 1930. 
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weil in diesem Falle damit gerechnet werden konnte, daB die Muskulatur 
milchsaurefrei ist. Zur Messung der Atmung, des respiratorischen Quotienten 
und des Lactatschwundes dienten die manometrischen Methoden von 
O. Warburg’. Die Bestimmung des Lactatschwundes im Muskel durch 
die Zunahme des Bicarbonats geschah entsprechend den Angaben von 
O. Meyerhof und K. Lohmann*. Diese Methode muBte jedoch bei ver- 
gifteten Muskeln durch chemische Messungen ergaénzt werden, weil hier auch 
ohne Lactat in Sauerstoff durch allmahliche Aufspaltung von Kreatin- 
phosphorséure eine gewisse Alkalisierung zustande kommt, die zur Bi- 
carbonatzunahme fiihrt®. Der respiratorische Quotient wurde nach der 
Methode von O. Meyerhof und F.O. Schmitt* bestimmt mittels Absorption 
des CQO, in Barytlosung und nachtragliches Ubersauern durch Citronensaure. 
Hierzu dienten die GefaéBe mit verzweigter Retorte (Abb. 4 der angefiihrten 
Arbeit). Bei Reizversuchen wurden die Sartorien ohne Fliissigkeit tiber 
die eingeschmolzenen Elektroden dieser GefaéBe gelegt und im Abstand 
von 15 Sekunden wiahrend 1, bis 2 Stunden gereizt. Die Thermostaten- 
temperatur betrug 15°. 

d- und |-Lactat wurden nach der Methode von Jrvine$ iiber das Morphin- 
salz hergestellt. Das Morphin-l-Lactat kristallisiert aus, wahrend das 
Morphin-d-Lactat in der Mutterlauge bleibt. 

Der Jodessigsiuregehalt wurde mittels Jodbestimmungen nach Peiffer 
ermittelt ®. 1 bis 2g Muskeln, die eine bestimmte Zeit in Jodessigsiéure- 
lésungen suspendiert waren, wurden in den Verbrennungskolben mit ein- 
geschliffenem Trichterrohr eingefiillt, dann 30 cem konzentrierte Schwefel- 
siure zugesetzt und mit Wasserstoffsuperoxyd oxydiert. Der mit der 
Wasserstrahlpumpe erzeugte Luftstrom iiberfiihrte den Jodwasserstoff in 
kleine, mit Schottschen Glasfiltern versehene Absorptionsflaschen, die 
etwa 10 cem 5,6°, KQH faBten. Zwischen AbsorptionsgeféB und Ver- 
brennungskoiben war ein erhitztes Quarzrohy mit Platinspirale nach den 
Angaben von Pfeiffer eingeschaltet. Der mittels Bromwasser zu Jodat 
oxydierte HJ setzt sich mit KJ zu Jod um, das mit n/500 Natrium- 
thiosulfat titriert wurde. Kontrollen mit Jodkali und reiner Jodessig- 
séurelésung ergaben 90 bis-.97 %% des theoretischen Jodgehalts. 


- - 


Versuchsresultate. 


Zunachst wurde die Konzentration von Monojodessigsaure fest- 
gestellt, die zur Hemmung der Milchsaurebildung ohne gleichzeitige 
Hemmung der Atmung ausreichend war. Die Milchsiure wurde in 
diesem Falle manometrisch in Bicarbonat-Ringerlésung (n/50 Bicarbonat) 
mit 2%, CO, in Stickstoff bestimmt. Bei dem px von 7,7 spielt die 
Alkalisierung durch Kreatinphosphorsaurespaltung praktisch keine 
Rolle, so daB die Methode zur ungefaihren Bestimmung der Milch- 
siurebildung brauchbar ist (s. Tabelle 1). 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Springer, 1926. 

2 O. Warburg u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 381, 1926. 
3’ F. Lipmann u. O. Meyerhof, ebendaselbst 227, 84, 1930. 

* Ebendaselbst 208, 445, 1929. 

5 Journ. Chem. Soc. 89, 935, 1906. 

® Diese Zeitschr. 215, 126, 1929; 228, 146, 1930. 
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Tabelle I. 


Atmung und Milchséurebildung von Sartorien nach einstiindiger Vergiftung 
mit Jodessigsiure verschiedener Konzentration. Temperatur 15°. 








2 b os Atmung 
y , Ziuxz” in Lactat-Ringerlisung 
ersuchs- Jodessig- EEceEs 
Nr Datum dauer siure Muskel sess ————— - 
in Stunden 10-3 n E ng emm O» 
2s a Muskel pro g und 
£ = #86 g Std. 
1 14. X. 1939 4.5 0,00 0,196 48 0,122 59 
2); 9. X. 1930 3 0,10 0,106 21 0,103 62 
3 | 9. X. 1980 3 0,17 0,337 13 0,117 47 
4 9. X. 1830 3 0,25 0,260 4 0,261 40 
5 | 25. X. 1930 2.5 0,50 0,232 0 0,225 | 24 


Die manometrische Milchsaurebestimmung wurde durch einige 
chemische Bestimmungen nach der Methode von Clausen erginzt. 
Entsprechend den Befunden von Lundsgaard zeigte sich, daB die Ver- 
giftung mit 0,25.1073n in | Stunde komplett ist. 


Tabelle II. 


Chemisch bestimmte Milchséure in der Ruheanaerohbiose (15°C) jodessig- 


siurevergifteter Muskeln (1 Stunde Einwirkung von 0,25. 107' n). 





Muskel Milchséure 


Nr. Datum Z ‘ 
. £ o 
1 24. XI. 1930 ne, eS ee ee 0,650 0,034 
Pt ROUEN or oi ca’s eee LR be 0,672 0,036 
2 16. XI. 1939 § Anfangswert sf ee. Se 0,722 0,067 
ade fo arenes Se 0,739 0,070 


V  Jedoch geniigen schon erheblich kleinere Konzentrationen von 
Jodessigsiure bzw. kiirzere Zeiten, um die anaerobe Milchséurebildung 
bei der Reizung weitgehend zu hemmen. Dies wurde in Parallele 
zum Eindringen der Jodessigsiure naher verfolgt, und zwar. fiir die 
angegebene Konzentration von 0,25.107%n und Einwirkungsdauern 
von 5 bis 120 Minuten. Jedesmal diente eine gréBere Zahl von Sartorien 
(6 bis 8) fiir die Jodbestimmung und 2 bis 3 fiir die Milchséure- 
bestimmung. Alle Muskeln waren gleichzeitig in derselben Lésung 
vergiftet. Die fiir die Milchsiurebestimmung dienenden Sartorien 
wurden bis zur Erschépfung gereizt. Man sieht aus der Tabelle III 
sowie aus der Abb. 1, daB bei den verwandten Sartorien von etwa 
0,10 g Gewicht der maximale Jodessigsauregehalt bei Zimmertemperatur 
nach 20 Minuten erreicht ist. Dieser maximale Gehalt betragt etwa 
das 1,5fache der umgebenden Liésung. Ebenfalls nach 20 Minuten i t 
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Tabelle Ill. 
Eindringen von Jodessigsiure und Vergiftungsgrad (Milchséurebildung bei 
maximaler Reizung) bei verschieden langen Einwirkungsdauern von 


0,25 .107%°n Jodessigséure. 





Einwirkung Jodessigsiuregehalt Milchsdurebildung bei der Erschipfung 
der Jodessigsiure aka ch- 
ro Jod- Muskel = Muskel t 
Nr. torien) eSsig- | n Jod- fiir an- fiir End Bildung 
Tem- a fiir Jod- Saure  essig- An- fangs- End- ehalt ro g 
peratul Zeit bestim- PTO € siure fangs-  gehalt gehalt Pro & oe 
mung Muskel| -10-5 wert pro g 
oC Min. g mg g mg g mg mg 
1 1S 5 111 0,013 0,10 0,70 2,42 
rs 18 7 0,82 0,018 0,14 
3 18 10 0,89 0,015 0,12 044 1,43 
4 18 15 1,26 0,083 0,26 047 0,75 
5 18 20 1,13 0,087 0,29 0,24 0,62 
6 18 30 1.36 0.040 031 015 0,59 
7 18 45 1,50 | 0,035 0,28 041 0,27. 032 0,70 0,48 
8 18 60 1,96 0,041 0,32 043 0,20 O28 052 0,82 
9 18 70 0.86 0,036 0,28 
10 15 120 151 0,039 031 
11 1 10 0,96 0,008 0,06 0,30 2,26 
12 1 20 1.17 0,016 0,12 0,35 1,87 
13 1 30 1.82 0,020 0.16 040 O37 0,34 1,57 1,25 
14 1 45 1.57 0.925 0.20 O39 0,21 0,36 0,83 0,62 
15 1 60 0.32 031 O86 O51 0,20 
16 1 70 146 0,033 0,27 0,50 O28 034 042 0,14 
17 1 90 1,36 0,032 0,26 


die Milchséurebildungsfahigkeit zwar noch nicht vollstandig, aber sehr 
weitgehend, auf et\va ein Viertel des Milchsiuremakimums, gehemmt. 
Wahrend sich in diesem Abschnitt kein deutlicher Zeitunterschied 
zwischen der Aufnahme von Jodessigséure und dem nach der Héhe der 
Milchsaéurebildung gemessenen Vergiftungsgrad ergibt, sieht man, dai 
bei langerer Einwirkung die Vergiftung noch weiter ansteigt, ohne dais 
die aufgenommene Menge Jodessigsdure sich andert. Das letzte Viertel 
der Hemmung wird also erst allmahlich, nach bereits eingetretenem 
Verteilungsgleichgewicht, erreicht und ist auch nach einer Vergiftung 
mit 0,25.10-%n Jodessigsiure in 1 Stunde bei Zimmertemperatur 
bei den von uns benutzten Muskeln noch nicht absolut vollstandig. 
Eine weitere Versuchsreihe wurde bei + 1°C ausgefiihrt, weil 
hier die Vergiftung stark verlangsamt wird. In der Tat war auch das 
Eindringen der Jodessigsiure bei + 1° sehr verzégert, so daB sie auch 
nach 70 Minuten noch nicht vollstindig zum Gleichgewicht gekommen 
ist, was eine vierfache Verzégerung gegeniiber dem Eindringen bei 
Zimmertemperatur (18° C) bedeutet. In diesem Falle war die allmabliche 
Vervollstaindigung der Vergiftung weniger deutlich; diese ist aber nach 
70 Minuten noch nicht maximal. In einigen Versuchen ist nur der nach 
maximaler Ermiidung und Starreeintritt erreichte Milchsaureendgehalt, 


27* 
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in anderen Versuchen auch der Anfangsgehalt fiir entsprechend ver- 
giftete Muskeln ohne Reizung (jedoch nicht den symmetrischen 
Sartorien) bestimmt worden. Als ,,Milchséurebildung’ ist in diesen 
Fallen nur die Differenz gerechnet. 

Weitere Verteilungsmessungen des Jodacetats zwischen Lésung 
und Muskel ergeben, daB in 0,12 und 0,20.107%n Lésung das End- 
gleichgewicht bei Zimmertemperatur ebenfalls nach etwa 14/, Stunde 
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Abb. 1. 
Eindringen von Jodessigsiure in den Muskel and Hemmung der Milchs&urebildung. 
Abszisse: Zeit. 
Ordinate, links: 10-3 n Jodessigsiure. Ordinate, rechts: mg Milchsiure pro g Muskel. 
I. Jodessigsiuregehalt bei verschiedener Einwirkungsdauer von 0,25. 10-5 n Jodessigsiure 
in der Aufenlisung bei 18°. 
II. Dasselbe bei 1°. 
1A. Milchséiuregehalt nach totaler Ermiidung bei Jodessigsiurevergiftung entsprechend den 
Einwirkungszeiten von Kurve I (18°). 
iA. Milchstiuregehalt nach totaler Ermiidung vergifteter Muskeln bei Einwirkungsdauern der 
Jodessigsiiure entsprechend Kurve II (1°). 


erreicht ist, wahrend in 0,50 . 10~3 n dies noch nicht der Fall ist. Werden 
die Muskeln nach maximaler Aufnahme von Jodessigsiure mehrere 
Stunden in Ringerlésung gewaschen, so geht der Jodessigsiuregehalt 
wieder etwas zuriick und betragt schlieBlich nur noch etwa das 0,8fache 
desjenigen der Lésung. Die Jodessigsiure laBt sich danach also zum 
Teil, aber nicht mehr vollstandig aus dem Muskel entfernen. 

Die Atmung der mit Jodessigsiure vergifteten Muskeln wird durch 
d-Lactat gesteigert, nicht dagegen durch |-Lactat. Dies entspricht 
also dem Verhalten unvergifteter Muskeln’. Einige Versuche sind in 
Tabelle IV zusammengestellt. Man sieht, daB die Atmungssteigerung 
durch d-Lactat mindestens so groB ist wie in normalen Muskeln. 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 421, 1926. 
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Tabelle IV. 


Atmung von Sartorien mit und ohne Lactatzusatz in Sauerstoff. 
Temperatur 15°. 





Reine Ringerlisung Ringerlisung 
Ringerlésung + d-Lactat + |-Lactat 


Ver- 
Vorbehandlung | suchs- 


” ~— der Muskeln | dauer yuskel “pro re Muskel ‘pro || Muskel yy 
und und und 
Std. g Stunde g Stunde g Stunde 
1 1. X. 1930 normal 2 0,108 24 0130 43 
2 7. X. 1980 . 2 (0,185; 33 |0,1909 53 
3 7. X. 1930 « 2 0,111 28 0111 26 
4 | 16. X. 1930 | 1 Stunde in 2 0,099 17 0,147 45 
5 10. X. 1930 0,25.10-3 4 0,173 13 0,167 41 
6 31. X. 1930 |Jodessigsiure 4 0,233 17 0,206 16 


Hieraus geht schon mit Wahrscheinlichkeit hervor, dab jodessig- 
siurevergiftete Muskeln Lactat oxydieren kénnen. Dies wurde weiter 
untersucht 1. durch Bestimmung des Milchséureschwundes, 2. durch 
den respiratorischen Quotienten. Fir die Versuche der ersten Art 
wurden zunachst einige Bestimmungen des Bicarbonatumeatzes ge- 
macht. Diese Methede gibt bei normalen Muskeln genau mit den 
chemischen Bestimmungen iibereinstimmende Resultate, bei Jod- 
essigsiuremuskeln ist dies jedoch, wie schon unter der Methodik an- 
gegeben, wegen der Aufspaltung des Phosphagens nicht der Fall. 
Infolge der hierdurch bewirkten Alkalisierting nimnit der Bicarbynat- 
gehalt auch schon in lactatfreier Lésung im Verlauf mehrerer Stunden 
in Sauerstoff + 5°, CQ, meist deutlich zu. Die Zunahme betragt 
etwa 20 cmm Kohblensaure pro Gramm Muskelgewicht und Stunde (15°), 
die Zunahme in d-Lactatlésung betrigt demgegeniiber 30 bis 40 cmm 
CQO,, wahrend die Zunahme bei Anwesenheit von brenztraubensaurem 
Natrium betrachtlich gréBer ist, namlich 60 bis 90cmm CO,. Auch 
fiir Brenztraubensaure ergibt sich bei normalen Muskeln eine Uber- 
einstimmung zwischen der Titration des .Brenztraubensaéureschwundes 
und der Zunahme des Bicarbonats, bei Jodessigséuremuskeln dagegen 
eine deutliche Differenz. Eine Reihe von Beispielen beziiglich der 
Bicarbonatzunahme ist ini der Tabelle V zusammengestellt. Es folgt 
daraus, daB zur genaueren Bestimmung des Milchsiureschwundes die 
chemische Messung erforderlich ist. Dies ist in mehreren Versuchen 
der Tabelle VI geschehen. 

In Versuch 8, Tabelle V, ergibt sich im normalen Muskel bei 
Titrierung der Brenztraubensiure nach Wieland! ein Schwund von 
0,52 mg, wahrend sich aus der Bicarbonatzunahme 0,48 mg berechnen; 


1 Wieland, Liebigs Ann. 486, 232, 1924. 
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in Versuch 7 bei Jodessigséuremuskeln bei Titration 0,23 mg, waihrend 
manometrisch ein Schwund von 0,32 mg berechnet wird. 


Aus Tabelle VI ergibt sich, daB in intakten, vergifteten Sartorien 
der Milchsdéureschwund in d-Lactatlésung etwa 0,06 mg pro Gramm 
und Stunde betrigt, wahrend in zerschnittenen Muskeln in Phosphat- 
lésung 0,1 mg Milchsdure pro Gramm und Stunde schwinden. Wir 
haben hier also im Gegensatz zum unvergifteten, zerschnittenen Muskel 
eine tatsichliche Abnahme der Milchsaéure in Sauerstoff, ahnlich wie 
nach Fluoridvergiftung!. Diese Abnahme ist zwar gréBer, wie durch die 
Atmungssteigerung in Lactat erklirt werden kann, aber geringer als die 
gesamte Oxydation. Es ist danach wahrscheinlich, daB hier, ebenso wie 
nach Fluoridvergiftung, eine echte Resynthese des Lactats nicht statt- 
findet, sondern die gesamte verschwindende Menge auch oxydiert wird. 
Wiirde man allerdings nur den Extrasauerstoff in Lactatlésung auf Oxy- 
dation desselben beziehen, so kime man zu einer Resynthese mit dem 
Oxydationsquotienten von etwa 2. Da der respiratorische Quotient, wie 
der folgende Abschnitt zeigt, nicht bis auf 1, sondern nur auf 0,9 ge- 
steigert ist, so beruht nicht die ganze Atmung auf Milchsaéureoxydation, 
und es kénnte méglicherweise ein geringfiigiger Teil der Milchsaure 
synthetisiert sein; ahnlich liegt dies auch bei den intakten Jodessig- 
sauremuskeln. Auch hier ist der Milchséureschwund gerade so groB, 
wie dem totalen Sauerstoffverbrauch entspricht, und der respiratorische 
Quotient ebenfalls nicht ganz bis auf 1 gesteigert. Auch hier scheint 
also nur eine geringe bzw. nicht nachweisbare Kohlenhydratsynthese 
aus dem Lactat stattzufinden. 


Ein weiteres Licht auf den Atmungsvorgang von Jodessigsiure- 
muskeln wirft die Bestimmung des respiratorischen Quotienten. Dieser 
wurde ebenfalls in intakten und zerschnittenen Muskeln bei An- und 
Abwesenheit von Lactat sowie bei langsamer Reizung der Muskeln 
bestimmt, und zwar nach der Methode von O. Meyerhof und 
F. O. Schmitt. Es geht aus dem niedrigen Quotienten (Tabelle VII) 
hervor, daB die vergifteten Muskeln, die nahezu keine Milchsiure ent- 
halten, auch Kohlenhydrat nicht oder nur in geringem Grade oxydieren 
kénnen, daB aber, wie die Steigerung der respiratorischen Quotienten 
zeigt, die von auben zugesetzte Milchsiure oxydiert werden kann. 


Ebenso ist der respiratorische Quotient bei der Reizung deutlich 
herabgesetzt. Wahrend er normal 1,0 betragt?, ist er im vergifteten 
Muskel im allgemeinen 0,8. Nur einmal fand sich auch hier ein Wert 
von 1,0. Die Atmungssteigerung im AnschluB an die Kontraktion wird 


1 F. Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 
2 O. Meyerhof u. F.O. Schmitt, diese Zeitschr. 208, 445, 1929. 
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also hier im wesentlichen durch die Oxydation von Nichtkohlenhydrat 
bestritten. 

Gleichzeitig sieht man, daB die Atmungssteigerung infolge der 
Reizung mindestens so grof ist wie in unvergifteten Muskeln, ein 
Resultat, das mit den myothermischen Messungen der Oxydations- 
wairme bei ahnlichem Vergiftungsgrad iibereinstimmt!. Die Muskeln, 
die frei auf den Elektroden lagen, wurden viermal pro Minute mit 
maximalen Einzelschlagen gereizt. Unter diesen Umstanden steigt 
die Atmung von vergifteten Muskeln von etwa 10cmm auf 120 bis 
150 cmm Sauerstoff pro Gramm und Stunde. Die Atmungssteigerung 
bei der Erholung gereizter Muskeln kann danach also nicht allein 
durch die Bildung der Milchsiure verursacht sein, wie man wegen der 
starken Steigerung der Atmung des unvergifteten Muskels durch 
Lactatzusatz hatte annehmen kénnen. 

Ahnliches gilt fiir zerschnittene Muskeln. Es wurden intakte 
Sartorien in Jodessigsiure vergiftet und nachtraglich zerschnitten. 
Der respiratorische Quotient ist hier ebenfalls niedrig, 0,7 bis 0,8, und 
steigt in Gegenwart von Lactat auf 0,95. Gleichzeitig wird die Atmungs- 
gréBe durch Lactat etwa verdreifacht, und zwar in den verschiedensten 
Suspensionslésungen, die ja, wie von nichtvergifteten Muskeln bekannt, 
groBe Unterschiede der absoluten AtmungsgréBe bedingen. Die 
Atmungssteigerung durch Lactat ist noch betrachtlich héher wie in 
fluoridvergifteten Muskeln*, offenbar wegen des vélligen Mangels 
praformierter Milchséure. Indessen sieht man auch hier, daB die 
Atmung der in Phosphatlésung suspendierten Muskulatur schon ohne 
Lactatzusatz gegeniiber dem intakten Muskel aufs Mehrfache erhéht 
ist; auch hier kann also in der Norm die Milchséurebildung nicht allein 
fiir die Atmungssteigerung bei Zerkleinerung der Muskeln verantwortlich 
gemacht werden. 

Das Ergebnis, daB der jodessigsiurevergiftete Muskel nur Lactat, 
aber nicht das praformierte Kohlenhydrat oxydierem kann, wird be- 
statigt durch sein Verhalten gegeniiber Glucosezusatz. “Dieser erhéht 
namlich weder im intakten noch im zerschnittenen Muskel den respi- 
ratorischen Quotienten und auch nicht die AtmungsgréBe. Letzteres 
ist ja auch im normalen Muskelgewebe nur unter bestimmten Um- 
standen der Fall*. Dagegen ist der respiratorische Quotient ohne Ver- 
giftung regelmaBig 1,0. Die Herabsetzung muB somit auf das Fehlen 
der Milchséure im Jodessigsiuremuskel bezogen werden. 

Eine Kohlenhydratzunahme bei der Atmung der Muskeln in 
Lactatlésung nachzuweisen, erschien von vornherein nicht sehr aus- 


1.A.V. Hill u. J. L. Parkinson, Proc. Roy. Soc. B. 108, 148, 193] 
2 F. Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 
3 Vgl. P. Rothschild, ebendaselbst 217, 365, 1930. 
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sichtsreich, da ja der UberschuB des Lactatschwundes tiber die Oxydation 
in jedem Falle nur geringfiigig ist. Da obendrein mit der Zeit eine nicht 
unbetrachtliche Phosphatveresterung auch in Sauerstoff stattfindet, 
so ist schon hierdurch eine genaue Bestimmung des Gesamtkohlen- 
hydrats erschwert, denn der gebildete Ester wird nur unvollstandig 
hydrolysiert, und der Reduktionswert des gespaltenen Zuckers ist 
stark herabgesetzt. 

Wir diirfen aus dem Verhalten des respiratorischen Quotienten 
schlieBen, daB die Jodessigsaurevergiftung nicht nur mit einer Hemmung 
der Milchséurebildung, sondern mit einer solchen der Kohlenhydrat- 
oxydation einhergeht. Dagegen wird zugefiigtes Lactat in ahnlicher 
Weise unter Atmungssteigerung oxydiert wie im normalen Muskel. 

Da ein vergifteter Muskel in Sauerstoff unter Umstanden viel 
groBere Arbeit leisten kann als in Stickstoff und somit die Atmungs- 
steigerung bei der Reizung jedenfalls zum Teil zur Resynthese von 
Phosphagen dienen muB, so folgt, daB diese durch Oxydation von 
Nichtkohlenhydrat zustande gebracht werden kann. 

Ubrigens zeigt eine Arbeit von Krebs!, die nach AbschluB der 
vorliegenden Arbeit erschien, daB der EinfluB der Jodessigsiure auf 
die Kohlenhydratoxydation von Saugetiergeweben (Rattengehirn, 
Rattenhoden, Rattensarkom) mit demjenigen auf den Muskelstoff- 
wechsel groBe Ahnlichkeit hat. Denn in diesen Geweben wird die 
Oxydation der Glucose durch dieselben Konzentrationen gehemmt 
wie ihre anaerobe Spaltung, wahrend die Oxydation des Lactats 
nicht gehemmt wird. DaB®B in Zuckergegenwart hier die Jodessig- 
siurehemmung der Atmung vollstandig ist, waihrend im Muskel 
ein Teil der Atmung mit verkleinertem respiratorischen Quotienten 
iibrigbleibt, kénnte daran liegen, dab, wie Loebel? fiir die graue Substanz 
des Rattenhirns nachgewiesen hat, nur Zucker, Lactat oder Pyruvinat 
die Atmung des Rattenhirns aufrechterhalten kénnen, die sonst sehr 
rasch abfallt. Offenbar wird von diesen Geweben fast ausschlieBlich 
Kohlenhydrat oder Kohlenhydratspaltprodukt oxydiert. 


Ob die Hemmung der Kohlenhydratoxydation durch die Hemmung 
der Milchséurebildung erklart werden mu, in dem Sinne, daB alle 
diese Gewebe Kohlenhydrat nur nach vorangegangener Spaltung zu 
Milchséure oder anaeroben Umwandlungsprodukten derselben oxydieren 
kénnen, méchten wir dahingestellt sein lassen. Sicherlich sind die 
genannten Versuche ein Argument zugunsten einer solchen Inter- 
pretation. Doch zeigen z. B. die Versuche Loebels®, daB Fructose vom 


1 Diese Zeitschr. 234, 278, 1931. 
2 R.O. Loebel, ebendaselbst 161, 219, 1925. 
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tattengehirn ebenso leicht oxydiert werden kann wie Glucose, aber 
iiberhaupt nicht zu Milchsiure gespalten wird. Auch kann fiir die 
Jodessigsiurehemmung dieser Mechanismus nicht allgemein zutreffen, 
denn nach Lundsgaard bleibt z. B. die Oxydation des Zuckers durch 
Hefe erhalten, wenn die Vergirung des Zuckers bereits gehemmt ist, 
und in ahnlicher Weise wird nach Loebel durch Fluorid die Spaltung 
der Glucose in Rattenhirn stirker gehemmt als die Oxydation der 
Glucose’. Jedenfalls scheint Jodessigsiiure in tierischen Geweben 
speziell die Angreifbarkeit des Zuckers —- oxydativ wie anoxydativ 
stirker zu hemmen als die anderer Nahrsubstrate. 


Zusammenfassung. 

In der Arbeit wird der Atmungsvorgang des Kaltbliitermuskels 
in Gegenwart von Jodessigsiure untersucht. Das langsame Einsetzen 
der Jodessigséurevergiftung ist zu einem Teile auf das langsame Ein- 
dringen in den Muskel bis zum Gleichgewicht zuriickzufiihren. Die 
Vervollstandigung der Vergiftung geschieht dann aber erst nach er- 
reichtem Verteilungsgleichgewicht. Bei einer bestimmten Konzentration 
(0,25 . 107%) und einer Einwirkungsdauer von | Stunde ist die Milch- 
sdurebildung fast vollstandig, die Atmung aber noch nicht sehr stark 
gehemmt. Die Atmungshemmung ist dagegen progressiv und nicht 
immer ganz gleich. Die Atmung wird durch d-Lactat (aber nicht 
l-Lactat) in ahnlicher Weise, eventuell noch etwas starker gesteigert 
wie im normalen Muskel. Gleichzeitig wird Lactat oxydiert. Dasselbe 
gilt auch fiir brenztraubensaures Salz. Muskelgewebsbrei, der aus 
vergifteten Sartorien hergestellt ist, zeigt ebenfalls mit Lactat eine 
erhebliche Atmungssteigerung, ahnlich wie fluoridvergiftete Muskulatur. 
In allen Fallen ist der Lactatschwund nicht gréBer, als der Gesamt- 
atmung entspricht. Eine bilanzmaBige Kohlenhydratsynthese ist daher 
nicht nachzuweisen. Der respiratorische Quotient ist gegeniiber dem 
normalen deutlich herabgesetzt, und zwar auf 0,7 bis 0,8, sowohl in 
intakter wie in zerschnittener Muskulatur, wird aber durch Lactat- 
zusatz auf etwa 0,95 gesteigert. Ebenso ist auch wahrend der Erholungs- 
oxydation nach Reizung der respiratorische Quotient der stark er- 
héhten Atmung nur 0,8. Man darf daraus schlieBen, daB sowohl in der 
Ruhe wie nach der Tatigkeit von dem Muskel fast kein Kohlenhydrat 
oxydiert wird und daB wegen Mangel an Milchsdéure auch keine Lactat- 
oxydation stattfindet. Zugesetztes Lactat kann dagegen in ahnlicher 
Weise wie im normalen Muskel oxydiert werden. 


1 Vgl. auch F. Dickens u. F. Simer, Biochem. Journ. 24, 1301, 1930. 


Uber den Oxydationsquotienten der Milchsiure im Muskelgewebe 
des Warmbliiters. 


Von 
E. Boyland?. 


{Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg. | 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 


Im isolierten Kaltbliitermuskel erfolgt eine Synthese von Milch- 
siure wu Kohlenhydrat auf Kosten der Energie der Atmung, und zwar 
verschwinden fiir die Oxydation eines Aquivalents von Milchsaure drei 
bis sechs Milchsaéuremolekile (Oxydationsquotient 3 bis 6)*. Bei nicht- 
stationdren Zustainden laBt sich die Resynthese der Milchsdéure an 
einer wirklichen Zunahme des Kohlenhydrats erkennen, z. B. bei der 
oxydativen Erholung im Anschlu8 an eine Kontraktionsreihe oder an 
vielstiindige Ruheanaerobiose oder bei Suspension des Muskels in 
lactathaltiger Ringerlésung; in stationéren Zustanden dagegen ergibt 
sich die Vorstellung vom Kreislauf der Milchséure durch die Atmung 
nur durch den Vergleich der anaeroben und aeroben Milchsaure- 
bildung und des Sauerstoffverbrauchs. Dies gilt z. B. fiir die Ruhe- 
atmung des Muskels im Verhaltnis zur Ruheanaerobiose sowie fiir das 
Verhalten von Muskelgewebsbrei. Obgleich der Stoffwechsel durch 
die Zerkleinerung geandert und sowohl die Atmung wie die Milchsaure- 
bildung stark gesteigert sind, bleibt doch das Verhaltnis des Milch- 
siureschwundes in Sauerstoff zur Atmung, d.h. der Oxydations- 


! Beit Memorial Fellow. 
* Ubersicht vgl. O. Meyerhof, Die chemischen Vorgange im Muskel. 
Berlin, J. Springer, 1930. 
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quotient, so groB wie im intakten Muskel. Der ,,Schwund* der Milch- 
siure in Sauerstoff driickt sich in diesem Falle aber nur in einer ver- 
ringerten Bildung derselben aus, denn da durch Zerkleinerung des 
Muskels die anaerobe Milchséurebildung um etwa das 30fache, die 
Atmung nur ums 10fache erhéht wird, so tritt auch in Sauerstoff Milch- 
sdure auf, jedoch viel langsamer als in Stickstoff, wobei ein Spaltungs- 
umsatz von der vier- bis fiinffachen GréBe desjenigen, der der Oxydation 
der Milchsiure entsprechen wiirde, in Wegfall kommt. Dies ist in einer 
alteren Arbeit O. Meyerhojs! fiir Versuchsdauern von etwa 11/, Stunden 
belegt, wo sich in jedem Falle (sieben Versuche) Oxydationsquotienten 
zwischen 3 und 5 ergeben, wahrend bei lingerer Versuchsdauer der 
Quotient sinkt. Dasselbe Resultat erhielt F. Lipmann? fiir Versuchs- 
dauern von 1] Stunde bei 15°; der Oxydationsquotient lag hier zwischen 
5,6 und 4,8 (vier Versuche), waihrend er bei héheren Fluoridkonzentra- 
tionen, die die Milchséurebildung hemmen, sinkt, so daB bilanzmapig 
der Milchséuregehalt héchstens so stark abnimmt, wie der Verbrennung 
von Milchséure entspricht. DaB nicht etwa das Vorhandensein des 
Sauerstoffs, sondern die AtmungsgréBe maBgebend ist fiir den Umfang 
des Milchséureschwundes, lieB sich, ahnlich wie in anderen Anordnungen, 
auch fiir den Muskelbrei belegen durch Beeinflussung der Atmung. 
So wird durch Arseniat die Oxydationsgeschwindigkeit nahezu ver- 
doppelt. Die erhéhte Atmung bringt dann entsprechend mehr Milch- 
siureizum Verschwinden, so daB der Oxydationsquotient unverandert 
bleibt. 


Diese in der Kaltbliitermuskulatur gefundene GesetzmaBigkeit soll 
nun nach A. Hahn, E. Fischbach und H. Niemer fiir die Warmbliiter- 
muskeln nicht giiliig sein*. Die Autoren geben an, da8 in zerkleinerter 
Rindsmuskulatur in Sauerstoff jede Milchsiurebildung unterbleibt, 
gleichgiiltig, wie groB die anaerobe Bildungsgeschwindigkeit der Milch- 
saéure und wie groB die Oxydationsgeschwindigkeit ist. Der nach den 
Angaben von O. Meyerhof berechnete Oxydationsquotient schwankt 
dabei zwischen 3,2 und 11,8. Sie ziehen daraus den SchluB, daB nicht 
die AtmungsgréBe maBgebend sei, sondern allein die Gegenwart von 
Sauerstoff, die eine absolute Hemmung der Milchséurebildung ver- 


anlaBte. 


Selbst wenn unter den von den Autoren eingehaltenen Bedingungen 
sich das Resultat ergeben sollte, daB der Milchsauregehalt des Muskel- 
gewebes in Sauerstoff nahezu unverindert bleibt (immerhin finden 


1 Pfliigers Arch. 188, 114, insbesondere 140, 1921. 
2 Diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 
3 Zeitschr. f. Biol. 91, 53, 1930. 
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sich in ihren Versuchen Zu- und Abnahmen von etwa 0,4 mg pro Gramm 
Muskulatur in 2 Stunden) und daB der Oxydationsquotient stark 
schwankt, so wird man es doch fiir unwahrscheinlich halten dirfen, 
daB zwischen Kalt- und Warmbliitermuskulatur ein so fundamentaler 
Unterschied bestehen sollte, indem dort die Atmungsgriéfe und hier 
die Gegenwart von Sauerstoff fiir das Nichtauftreten von Milchsaure 
entscheidend ware. Das ist offenbar auch die Meinung der Autoren 
selbst, und sie setzen daher den von ihnen erhaltenen Befund den 
Deutungen entgegen, die von O. Meyerhof fiir den Oxydationsquotienten 
der Kaltbliittermuskulatur gegeben worden sind. Ich méchte hierbei 
nur auf ein Mi®verstandnis hinweisen, das sich in ihrer Argumentation 
findet. Fiir den stationiren Zustand zerschnittener Muskulatur ist das 
Vorhandensein einer ,,fortlaufenden Resynthese“ von Milchsaéure in 
Kohlenhydrat durch die Atmung, wie schon oben erwahnt, nur in 
Analogie zu der gemessenen Kohlenhydratzunahme bei nichtstationaren 
Zustinden erschlossen, denn da auch in Sauerstoff hier noch eine lang- 
same Zunahme von Milchsaure erfolgt, muB natiirlich das Kohlenhydrat 
bilanzmaBig abnehmen; tatsachlich nimmt es sogar noch etwas starker 
ab, als der Milchsiurebildung entspricht, wie schon friiher erértert 
wurde. Man kann daher gegen diese Erklarung natiirlich nicht ein- 
wenden, daB sich weder in den Versuchen O. Meyerhojs noch in denen 
von Hahn und Mitarbeitern Anhaltspunkte fiir eine Resynthese im 
Muskelbrei ergeben hatten, weil keine Zunahme an Kohlenhydrat 
erfolge, trotz Gegenwart reichlicher Milchsiuremengen. Eine bilanz- 
mipige Zunahme l4Bt sich, wie in der vorangehenden Arbeit von 
O. Meyerhof und E. Boyland erértert, in zerschnittener Muskulatur 
iiberhaupt nicht, auch nicht bei Hemmung der anaeroben Milchsaure- 
bildung, beobachten und ist niemals postuliert worden. 

_ Ich habe auf Vorschlag von Herrn Meyerhof Versuche an Warm- 
bliitermuskulatur nach Art der friiheren an Froschmuskelbrei angestellt, 
um zu priifen, ob hier ein anderer Mechanismus fiir den Milchsaure- 
schwund in Sauerstoff anzunehmen ist wie in Kaltbliitermuskulatur. 
Die Versuche von Hahn und Mitarbeitern erschienen dafiir noch nicht 
beweisend. Es ist von ihnen gar nicht nachgewiesen, da® sich die 
Schwankungen des Oxydationsquotienten auf die komplette Hemmung 
der Milchséiurebildung in Gegenwart von Sauerstoff zuriickfiihren 
lassen, denn in der Mehrzahl der Versuche, in denen der Oxydations- 
quotient bestimmt ist, ist der Anfangsmilchséuregehalt nicht gemessen 
worden — der Kohlenhydratgehalt nimmt, wo er bestimmt wurde, 
in Sauerstoff meist deutlich ab; andererseits ist dort, wo ein annaherndes 
Gleichbleiben des Milchséureniveaus in Sauerstoff festgestellt wurde, 
die Atmung nicht gemessen worden, so da8B es offen bleibt, ob dies 
nicht mit einem normalen Oxydationsquotienten vertraglich ist. Nur 
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in zwei Versuchen, in denen beiden eine geringe Zunahme der Milchsaure 
in Sauerstoff erfolgte (0,43 und 0,10mg pro Gramm in 2'/, Stunden), 
ist beides bestimmt worden; der Oxydationsquotient ist hier 7,8 und 9,0. 
Die Méglichkeit, daB bei stationaéren Zustanden, bei denen kein Energie- 
iiberschuB fiir die Resynthese benétigt wird, der Oxydationsquotient 
unter Umstanden auf tiber 6 steigen kann, soll nicht bestritten werden. 
Analoge Beobachtungen liegen z. B. von Kubowitz! an der Frosch- 
retina vor, wo der Oxydation:quotient bei héherer Temperatur (35°) 
bis auf 12 steigen kann. Wenn aber nicht die AtmungsgréBe, sondern 
die Gegenwart von Sauerstoff fiir das Nichtauftreten aerober Milch- 
séure verantwortlich gemacht werden soll, so miiBte gezeigt werden, 
daB auch bei mehr oder weniger weitgehender Hemmung der Atmung 
in reinem Sauerstoff keine aerobe Milchséure auftritt. Derartige Ver- 
suche sind aber von den Autoren nicht angestellt. 


In meinen eigenen Versuchen benutzte ich Kaninchen- und Rinder- 
muskulatur; die Versuchszeit betrug in der Regel 1 Stunde; Versuchs- 
temperatur 20 bis 21°. Die Kaninchenmuskulatur wurde sofort nach der 
Tétung des Tieres entnommen und zerschnitten. Die Rindermuskulatur, 
die auch Hahn und Mitarbeitern zu ihren Versuchen diente, wurde un- 
mittelbar nach Schlachtung des Tieres ausgeschnitten, in Eis verpackt 
und dann méglichst rasch verarbeitet. . Die Anaerobiose wurde mittels 
Stickstoffs hergestellt, der durch ein Rohr mit gliihendem Kupfer geleitet 
war. Alle Versuchsansétze betrugen 0,5 g Muskulatur in 2 cem Phosphat 
lési:ng. Die Konzentration der Phosphatlésuny betrug m/8 bis m/10, in 
eintgen Fallen wurlle nach den’ Angaben von Hakn und Mitarbeitern eine 
hypotonische Phosphatlésung von m/40 benutzt. Die Atmung war dann 
etwas verringert, der Einflu8 der Atmung aber wesentlich derselbe. 

Die Muskulatur wurde in Atmungsglaschen nach Warburg eingewogen, 
diese mit dem entsprechenden Gas gefiillt und nach Temperaturausgleich 
bei den zur Atmung dienenden Ansétzen der Sauerstoffverbrauch mano- 
metrisch verfolgt. Nach SchluB des Versuchs wurde Sublimat-Salzséure 
zur Abtétung der Muskulatur und zur Enteiwei®Bung direkt in die Atmungs- 
gefaBe hinzugesetzt. Die zur Bestimmung des Anfangswertes dienenden 
Ansaétze wurden ebenso in Atmungsglaischen eingewogen und bis zum 
Beginn der Ablesungen ebenfalls im Thermostaten geschiittelt. Fiir Stick- 
stoff und Sauerstoff wurde je eine Kontrolle zur Bestimmung des Anfangs- 
wertes angesetzt, wodurch Unsicherheiten tiber die Milchséurebildung in 
der Vorperiode eliminiert werden, zumal gelegentlich die eine Versuchsreihe 
einige Minuten spater begann wie die andere. 


Zunachst wurden einige orientierende Versuche an _  Ratten- 
muskulatur angestellt, doch erwies sich diese als ungeeignet, weil die 
Atmung hier so groB im Verhaltnis zur Milchséurebildung ist, dab 
selbst bei einem Konstantbleiben des Milchsaureniveaus in Sauerstoff 
der Oxydationsquotient kaum iiber 1 steigen kann; die wahre GréBe 


1 Diese Zeitschr. 204, 475, 1929. 
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desselben ist aber nur dann festzustellen, wenn die anaerobe Milch- 
siurebildung im Verhaltnis zur Atmung mindestens so groB ist, dab 
in Sauerstoff noch Milchséurebildung iibrig bleibt. 


Auch in Kaninchenmuskulatur war der Oxydationsquotient 
verhiltnismaBig sehr klein und der Milchséureanfangsgehalt sehr 
groB. Geeigneter war Rindermuskulatur, wo der Milchséureanfangs- 
gehalt niedrig und die Milchséurebildungsgeschwindigkeit geniigend 
groB war. Der Oxydationsquotient war hier genau so wie in Frosch- 
muskulatur; im Mittel betrug er 4,5; abgesehen von einem ungenauen 
Wert von 2,3 in Luft lagen simtliche iibrigen Bestimmungen (15) 
zwischen 2,8 und 6,9. In der Tat fand in allen Fallen in Sauerstoff 
noch eine Bildung von Milchséure statt, die manchmal allerdings nur 
so gering war wie in den Versuchen von Hahn und Mitarbeitern, in 
anderen Fallen, besonders bei Herabsetzung der Atmung in hypotonischer 
Phosphatlésung, erheblich gréBer war. Die Ubereinstimmung zwischen 
Rindermuskulatur und Froschmuskulatur gilt auch fiir die absolute 
GréBe von Atmung und Milchsdurebildung bei 20°. Die Oxydations- 
geschwindigkeit betrug 200 bis 300cmm O, pro Gramm und Stunde, 
die stiindliche anaerobe Milchséurebildung 2,0 bis 2,5 mg Milchséure. 


In der Tabelle I sind neben fiinf Versuchen an Kaninchenmuskulatur 
neun normale Versuche mit Rindermuskulatur wiedergegeben. In 
Versych 13 wurden zwei verschiedene Zeiten benutzt. Ebenso wie in 
Kaltbliitermugkulatur fallt der Oxydationsquotient! mit der Zeit ab, 
wobei aber auch die Geschwindigkeit der Milchsiurebildung selbst 
sinkt. 


In drei Versuchen wurde der EinfluB des Kohlenoxyds auf den 
Oxydationsquotienten untersucht. Von O. Warburg ist die atmungs- 
hemmende Wirkung héherer CO-Konzentrationen entdeckt worden}, 
Z. B. wird die Atmung der Hefe in zuckerhaltiger Phosphatlésung 
durch 80°, CO und 20°, O, um etwa 35°, gehemmt. Bei Gewebsbrei 
ist die genaue Feststellung der Atmungshemmung unter diesen Um- 
standen erschwert, weil wegen der nétigen Herabsetzung des Sauerstoff- 
drucks die Sauerstoffdiffusion im Gewebe leicht unzureichend wird. 
In der Tat ist in Luft die AtmungsgréBe meist um 10 bis 20% ver- 
ringert. Im Vergleich hiermit hemmt 80°, CO nicht deutlich (in einem 
Versuch gegeniiber 100°, Sauerstoff 20°,, Hemmung, in einem zweiten 
Versuch gegen Luft 30°, Hemmung, im dritten Versuch gegen Luft 
keine Hemmung); doch interessiert in diesem Zusammenhang weniger, 
ob eine geringfiigige Hemmung der Atmung durch Kohlenoxyd besteht, 
als daB die Herabsetzung der Sauerstoffkonzentration auf ein Fiinftel 


1 Diese Zeitschr. 177, 471, 1926. 
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das Verhalten der aeroben Milchséurebildung nur sehr wenig beeinfluBt, 
und zwar nur so stark, als die Atmung dadurch beeinfluBt wird. Der 
Oxydationsquotient bleibt derselbe. Umgekehrt muB bei Hemmung 
der Atmung durch Blausiure trotz Gegenwart von 100°, Sauerstoff 
die aerobe Milchséurebildung ansteigen. Dies ist auch tatsdchlich der 
Fall; doch verzichtete ich auf Bestimmung des Oxydationsquotienten 
dabei, weil die ziemlich hohen Blauséurekonzentrationen von etwa 
4.10~*n, die fiir stérkere Herabsetzung der Atmung des Saugetier- 
muskelgewebes bei 20° nétig sind, leicht Komplikationen hervorrufen, 
infolge der Absorption von Blausdure in der Kalilauge des Einsatzes. 

Man sieht also, daB nicht die Sauerstoffkonzentration, sondern 
die AtmungsgréBe fiir das Verschwinden eines Teiles des Spaltungs- 
stoffwechsels in Sauerstoff verantwortlich ist. 

Es muB8 dahingestellt bleiben, wodurch das abweichende Resultat 
von Hahn, Fischbach und Niemer zu erklaren ist. Sie haben nicht wie 
ich den aeroben Milchséiureschwund in demselben Versuchsansatz 
bestimmt wie den Sauerstoffverbrauch, sondern in einem anderen mit 
der zehnfachen Menge Muskulatur, und den Sauerstoffverbrauch hierauf 
umgerechnet ; dabei scheint auch die Vorbehandlung nicht genau gleich 
gewesen zu sein, indem der Ansatz fiir die Milchsiurebestimmung 
vorher evakuiert und dann mit Sauerstoff gefiillt wurde, die zur Atmung 
dienende Probe aber nicht evakuiert wurde. Méglicherweise lassen 
sich hierauf die Schwankungen des Oxydatioasquotienten zuriick- 
fiihren; doch ist, wie béreits erwihnt, iiberhaupt in den Versuchen der 
Autoren kein Beweis fiir die Annahme zu sehen, daB die Gegenwart 
des Sauerstoffs, unabhangig von der GréBe der Atmung, ein Konstant- 
bleiben des Milchsiuregehalts hervorruft. Nach meinen eigenen Ver- 
suchen stimmt die Warmbliitermuskulatur mit der des Kaltbliiters 
hinsichtlich des Verhaltnisses von Sauerstoffverbrauch und aerobem 
Milchséureschwund genau iiberein. Das Vorhandensein eines solchen 
konstanten Verhaltnisses zwischen Sauerstoffverbrauch und Milch- 
siureschwund sagt aber natiirlich noch nichts tiber die Ursachen dieses 
Zusammenhangs aus. Ihn darauf zuriickzufiihren, daB die Energie 
der Atmung den Spaltungsumsatz dauernd riickgingig macht, stellt 
eine Hypothese dar, die durch die Beobachtungen an nichtstationaren 
Zustinden des Muskelstoffwechsels nahegelegt ist, die man aber trotz- 
dem nicht zu akzeptieren braucht. Man kénnte z. B. auch annehmen, 
daB die Atmung einen Teil des milchsiurebildenden Ferments auBber 
Tatigkeit setzt; doch bedeutet die von O. Meyerho/ aufgestellte Theorie 
des Kreislaufs des Kohlenhydrats eine gréBere Vereinheitlichung in 
der Erklirung des bisher bekannt gewordenen Tatsachenmaterials 
und ist daher vorlaufig anderen Deutungen dieses Zusammenhangs 
vorzuziehen. 
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Zusammenfassung. 
Entgegen den Angaben von Hahn, Fischbach und Niemer ergibt 
sich der Oxydationsquotient : 
Verschwundener Spaltungsumsatz in mol Milchséure 
oxydierte Milchsaéureaquivalente ; 
in Warmbliitermuskulatur (Rindermuskulatur) normal zwischen 3 und 6, 


wobei auch in der Regel in Sauerstoff eine deutliche Milchsdéurebildung 
auftritt. 


Ich danke Herrn Ph. Bond fiir seine Mithilfe bei den Versuchen. 











Uber den Kohlenhydratverbrauch bei der aeroben Titigkeit 
des Kaltbliitermuskels. 


Von 
0. Meyerhof. 


(Aus dem Institut fir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 


Wie kirzlich gezeigt wurde!, kann der isolierte Kaltbliitermuskel, 
wenn man ihn stark an Kohlenhydrat verarmt, noch aerob eine Arbeit 
leisten, die durch die Oxydationsenergie des noch vorhandenen Kohlen- 
hydrats nicht voll gedeckt ist. Dieser Befund steht nicht im Wider- 
spruch mit der auf direkte und indirekte Feststellungen gegriindeten 
Annahme, daB der glykogenhaltige Kaltbliitermuskel die Energie fiir 
die Arbeitsieistung fast vollstandig aus Oxydation'von Kohlenhydrat 
bestreitet; nur ergibt sich so, da®B prinzipiell die Oxydationsenergie, 
die durch die Resynthese der Milchsaéure (und der Kreatinphosphor- 
siure) fiir die Arbeitsleistung nutzbar gemacht wird, auch aus anderen 
Quellen stammen kann. 

Die bisher mitgeteilten Versuche waren insofern unvollstandig, 
als nur der Anfangskohlenhydratgehalt und die gesamte aerobe 
Spannungsleistung bestimmt wurden und die aus dem Sauerstoff- 
verbrauch (bzw. anaerob aus der Milchsiurebildung) fiir die gleiche 
Spannungsleistung berechnete Kohlenhydratoxydation damit verglichen 
wurde. Die Endbestimmungen des Kohlenhydrats in Muskeln, die 
etwa 30 Stunden in Ringerlésung bei direkter Reizung gearbeitet 
hatten, wiesen namlich solche Schwankungen auf, daB sie nicht ver- 
wertet werden konnten und noch Fehler in ihrer Bestimmung enthalten 
sein muBten. Infolgedessen wurde die Methodik jetzt soweit verbessert, 
um diesem Mangel abzuhelfen. 

Auf diese Weise ergaben sich einwandfrei die folgenden Schlub- 
folgerungen: 


1 S. Ochoa, diese Zeitschr. 227, 116, 1930. 
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1. Die Muskeln bestreiten, solange sie von ihrem normalen Gehalt 
an Kohlenhydrat nicht wesentlich unter den Wert von 0,5°, des Frisch- 
gewichts verarmen, die fiir die Tatigkeit erforderliche Energie innerhalb 
der Versuchsgenauigkeit so gut wie vollstindig aus der Oxydation 
von Kohlenhydrat?. 

2. Wenn aber das Gesamtkohlenhydrat unter etwa 0,3°, gesunken 
ist, wird ein erheblicher Teil der Arbeit nicht mehr durch Oxydation 
von Kohlenhydrat gedeckt ; 

3. ergibt sich daneben, allerdings zunachst nur fiir die durch 
Insulin kohlenhydratarm gemachten und direkt gereizten Frosch- 
muskeln, daB die gesamte Spannungsleistung, die ohne Extraverbrauch 
an Kohlenhydrat aerob produziert werden kann, begrenzt ist und 
bei Semimembranosi héchstens etwa 500 kg pro Gramm Muskel 
betrigt, was dem Verbrauch von 0,3°% Kohlenhydrat aquivalent 
ist. Es ist dies also nur etwa ein Viertel der Gesamtleistung, die ein 
glykogenreicher Muskel durch Verbrauch seines Kohlenhydrats pro- 
duzieren kann. Ob dies auch fiir andere Methoden der Kohlenhydrat- 
verarmung oder bei indirekter Reizung gilt, muB zunachst dahin- 
gestellt bleiben. 

Methodik. 
1. Kohlenhydratbestimmung. 


Es wurde ebenso wie in der Arbeit von Ochoa die Zuckerbestimmung 
nach Shaffer-Hartmann? in der Ausfiihrungsform von Somogyi* und die 
Verarbeitung des schwefelsauren Gewebsauszuges nach West, Scharles und 
Perterson* angewandt. Das von den letztgenannten Autoren empfohlene 
Zuckerreagens wurde so abgeéndert, da8 der Gehalt an Kaliumoxalat 
10 g pro Liter betrug, der Gehalt an Kaliumjodat wurde auf 0,4 g pro Liter 
herabgesetzt. Dann gab die Titration von 4 ccm Reagens einen Verbrauch 
von 9cem n/200 Natriumthiosulfat, so daB mit einer 10 cem Mikrobiirette 
titriert werden konnte. Eine weitere Herabsetzung der Jodatmenge steigerte 
die Empfindlichkeit nicht, da ein UberschuB von einigen Kubikzentimetern 
n/200 Jod fiir einen konstanten Zuckerwert der verbrauchten Thiosulfat- 
menge erforderlich ist. Die verwandten Muskeln, meist Semimembranosi 
von 0,3 bis 0,5g, wurden in 6ccm n Schwefelséure 3 Stunden in zu- 
geschmolzenen Reagenzglésern im kochenden Wasserbad hydrolysiert, 
2ceem 30°% iges Quecksilbersulfat, gelést in 10°%iger Schwefelséure, zu- 
gegeben, auf 25 ccm aufgefiillt und mit fein gepulvertem Bariumcarbonat 
(bei den angegebenen Mengen 5,5 g) neutralisiert. Nach Filtration wird 
der Uberschu8 von Quecksilber und Bariumsalz durch Zinkstaub und 
2 Tropfen hei8 gesaéttigten Natriumsulfats entfernt. 2 bis 4 ccm des Filtrats, 





1 Dies ist in Ubereinstimmung mit dem unter ahnlichen Umstanden 
schon vor langerer Zeit erhobenen Befund von J. K. Parnas, diese Zeitschr. 
116, 71, 1921. 

2 Journ. of biol. Chem. 45, 365, 1921. 

3 Ebendaselbst 70, 599, 1926. 

4 Ebendaselbst 82, 137, 1929. 
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das im ganzen etwa 1liccm betragt, dienen mit 4ccem Shaffer-Hartmann- 
Reagens zur Zuckerbestimmung, wobei alle Titrationen doppelt ausgefiihrt 
werden. Bei den allerkleinsten Kohlenhydratmengen, besonders in Insulin- 
muskeln, wo pro Bestimmung gelegentlich weniger als 0,1 mg Zucker vorliegt, 
muBte unter denselben Umsténden der Eichwert an reiner Zuckerlésung 
jedesmal neu bestimmt werden, weil je nach dem Alter des Reagens gewisse 
Mengen Zucker bis zu etwa 0,05 mg iiberhaupt keine Reduktion veranlassen 
und erst von diesem Schwellenwert an die Eichkurve nahezu linear verlauft. 
Dieser Mangel der Methodik wurde erst in den letzten Versuchen der Arbeit 
auf Grund eines Vorschlags von Shaffer beseitigt', indem das Jodkali aus 
dem Reagens fortgelassen und nach dem Kochen der Ansétze gleichzeitig 
mit der Schwefelséure JK (2 cem 2,5° ig. JK + 2cem 2n H,SO,) nach- 
traglich hinzugegeben wurde. Dann gehen die Eichkurven geradlinig durch 
den Nullpunkt, so daB noch Zuckermengen von 0,02 mg in 4cem Lésung 
bestimmt werden kénnen. Ferner ergaben Zuckerlésungen, die wie die 
Versuchslésungen vorbehandelt sind, insbesondere, wenn gleiche Mengen 
Fallungsreagenzien verwendet wurden, Reduktionswerte, die 5 bis 10°, 
niedriger lagen als reine unbehandelte Zuckerlésungen, vielleicht  in- 
folge von Adsorption einer gewissen Menge Zucker an den Niederschlagen ; 
es scheint, daB auch Stoffe in den Muskelfiltraten den Reduktionswert der 
Glucose noch etwas verringern. Es ist jedoch bei der Berechnung der 
Tabellen auf alle Korrekturen in dieser Richtung verzichtet worden. Wahr- 
scheinlich sind jedoch die Differenzen des Zuckergehalts zwischen Ruhe- 
und Tiatigkeitsversuchen bei den folgenden Bestimmungen etwa 10% 
zu gering. 
2. Ausfiihrung der Versuche. 

Damit die Muskeln etwa 48 Stunden lang aerob arbeiten und 
hierbei eine méglichst groBe Spannungsleistung vollbringen, miissen 
gewisse Versuchsregeln eingehalten werden, zumal wenn gleichzeitig 
das Kohlenhydrat bestimmt werden soll. Um innerhalb der Versuchs- 
dauer die Bakterienentwicklung hintan zu halten, wurden die Versuche 
im thermokonstanten Raum bei 10° durchgefiihrt. Die Ringerlésungen, 
die vor Gebrauch ausgekocht waren, enthielten 2.10~% mol. Phosphat 
und 1,5.10~?n NaHCO, und wurden wahrend des Versuchs mit Sauer- 
stoff + 5% Kohlensiure durchliiftet. Das px betrug- dann 7,2. Zur 
griindlichen Durchliiftung waren die Gaszuleitungsrohre auf dem 
Boden der VersuchsgefaBe mit Schottschen Glasfiltern versehen. Die 
Semimembranosi arbeiteten viel gleichmaBiger, wenn sie mit der Tibia 
in den Muskelhalter eingespannt waren, waihrend die Beckenpfannen 
in einen frei hangenden Biigel eingeschraubt waren, der durch einen 
Platindraht an dem Muskelhebel befestigt war. 

Waren die Semimembranosi unter 0,5 g, so reichte im allgemeinen 
die Nachdiffusion des Sauerstoffs aus, um zwei maximale Zuckungen 
pro Minute zu erméglichen, ohne daB Sauerstoffmangel cintrat und sich 
Milchséure anhaufte. Dies gilt genau allerdings nur, wenn die Spannungs- 
entwicklung nicht wesentlich iiber 100g pro Zuckung betragt. Die 


! Vel. bei Barbour, Journ. of biol. Chem. 85, 34, 1929. 
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Dicke eines Semimembranosus von 0,5 g und 3,2mm Lange betrigt 
etwa 2.4mm. Dies ist die Grenzdicke fiir einen stiindlichen Sauer- 
stoffverbrauch von 120cmm O, pro Gramm!. Bei einer Ruheatmung 
von 12 cmm Og, pro Gramm und Stunde kénnen 108 cmm fiir die Arbeit 
verwendet werden, also in 0,5 g 54cmm. Der isometrische Koeffizient 
der Milchséure K,,; = 8 ——- Se fir Semimembranosi 
g Milchsaure 
ist 115 . 10°* und der Oxydationsquotient — Seeeens Senin: lie 
Milchsdureadquivalent oxydiert 
in ahnlicher Anordnung 4,7**. Daraus ergibt sich 


g Spannung . cm Lange 


K = = 510. 10°. 
m 02 g O, 51 10 
Demnach ist fiir 54cemm O, = 77.10~®g O, die zulassige Gesamt- 
510.77 
spannung pro Stunde = - = 12,4.10%g oder bei Einzel- 


zuckungen von 100g 120 Zuckungen. Da die maximale Spannung 
von 0,5 g schweren Muskeln in den ersten Stunden gut 150 g betragen 
kann, ist es vorteilhaft, entweder zunachst nicht maximal zu reizen oder 
noch etwas kleinere Muskeln zu verwenden; die Mehrzahl] der Versuche 
wurde mit Muskeln von 0,3 bis 0,45 g angestellt. 

In jedem Falle wurde der Milchséuregehalt der Lésung am SchluB 
bestimmt und, falls er iiber 0,1 mg in der Gesamtlésung betrug, fiir die 
Berechnung des isometrischen Koeffizienten beriicksichtigt. 

Wenn es auf den Kohlenhydratverbrauch bei der Tatigkeit an- 
kommt, miissen die zum Vergleich dienenden symmetrischen Muskeln 
genau ebenso wie die Tatigkeitsmuskeln behandelt werden. Die Ruhe- 
muskeln wurden daher wahrend der Versuchszeit bei 10° in Sauerstoff 
durchperlter Ringerlésung gehalten und gleichzeitig mit den Tatigkeits- 
muskeln auf Kohlenhydrat verarbeitet. Dann fallt der Ruheverbrauch 
aus der Rechnung heraus und man bekcmmt unmittelbar den iso- 
metrischen Koeffizienten des Kohlenhydrats. Die Anordnung bietet 
den weiteren Vorteil, daB eine Gewichtsanderung infolge des langen 
Aufenthalts in der Lésung, Auslaugen von Substanzen usw. beide 
Muskeln in gleicher Weise trifft. Werden, wie in der vorangehenden 
Arbeit von Ochoa, die Ruhemuskeln zu Versuchsbeginn verarbeitet, 
so geht der nur ungenau bekannte Ruheverbrauch in die Rechnung 
ein. Bei weitgehend erschépften Insulinmuskeln kommt es allerdings 
gelegentlich zu Quellungen, die bei Ruhe- und Arbeitsmuskeln ver- 


1 O,. Meyerhof, Chemische Vorgénge im Muskel. Springer, 1930. 
* P. Rothschild, diese Zeitschr. 218, 251, 1929. 
** O. Meyerhol u. W. Schulz, Pfliigers Arch. 217, 547, 1927. 
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schieden stark sind. Bei dem geringen Kohlenhydratgehalt derselben 
ist dieser Fehler meist gering, weil die absolute verschwindende Menge 
sich dadurch nicht sehr andert. Bei héherem Kohlenhydratgehalt 
kénnte der Fehler dadurch betrachtlich sein. 


A. Versuche an normalen Muskeln. 


In Tabelle I sind zehn Arbeitsversuche mit normalen Muskeln 
wiedergegeben, 1 bis 8 mit Temporariamuskeln und hohem Kohlen- 
hydratgehalt, 9 und 10 mit Eskulentamuskeln und geringem Gehalt. 
Die Versuche sind nach dem Anfangskohlenhydratgehalt geordnet. 
Der SchluBwert der Milchsaure ist allein in der Ringerlésung bestimmt, 
da anzunehmen ist, daB sie in der Versuchszeit in die stark 
bicarbonathaltige Lésung vollstandig iibergetreten ist. Milchsaiurewerte 
unter 0,l mg wurden bei der Rechnung nicht beriicksichtigt. Der 
isometrische Koeffizient des Kohlenhydrats in der Tabelle I ist 
entsprechend den iibrigen bestimmt worden. 

K 2g Spannung.cm Lange 

— g Kohlenhydrat 

Im Falle von Milchséurebildung ist noch eine Korrektur berechnet, 
indem unter Zugrundelegung des isometrischen Koeffizienten K,,, 
von 115.10® die hierauf zu beziehende Spannungsleistung abgezogen 
und ebenso die Milchsiurebildung von der Kgalenhydratabnahme 
abgerechnet ist. 

Der Durchschnittswert der K,, , in den Versuchen | bis 9 betragt 
560 . 108. Bei einem isometrischen Koeffizienten der Milchséure von 
115. 10° ergibt sich der Quotient anaerob _ sn mane Kohlenhydrat 
oxydiertes Kohlenhydrat 
fiir gleiche Spannungsleistung zu 560/115 = 4,85. Dies ist genau gleich 
dem Oxydationsquotienten der Milchsaiure, wie er .bei isometrischen 
Einzelzuckungen des Gastrocnemius aus dem Vergleich des Sauerstoff- 
verbrauchs und des anaeroben Uberschusses an Milchsaure erhalten 
wurde (4,7) und ebenso von A. V. Hill aus dem Vergleich der oxydativen 
und anaeroben Warme in Zuckungsserien von Sartorien (4,8)*. Hieraus 
kann man schlieBen, daB in diesen Fallen, also bis etwa 0,4°,, Gesamt- 
kohlenhydrat die Arbeitsleistung fast ausschlieBlich durch Oxydation 
des Kohlenhydrats bestritten wird. Da die K,,,;-Werte in Semimem- 
branosi zwischen 80 und 160 . 10° schwanken, die Oxydationsquotienten 
in der gleichen Anordnung zwischen 3,8 und 5,7, so liegen bei aus- 
schlieBlicher Kohlenhydratoxydation die méglichen Schwankungen 
zwischen 350 . 16% und 915 . 106. Mansieht, daB in der Tat alle Versuche, 


* A.V. Hill, Proc. Roy. Soc. B. 108, 183, 1928. 
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mit Ausnahme von Versuch 10, wo der Kohlenhydratendwert nur 0,31 
war, in diesen Grenzen liegen. 

Im Laufe der meist etwa 40stiindigen Versuchszeiten fiel natiirlich 
die Spannung allmahlich ab, auf etwa 1/, bis 1/, der anfanglichen; 
trotzdem hatte die Reizung noch erheblich linger fortgesetzt werden 
k6énnen. 

B. Insulinmuskeln. 

Die Vorbehandlung der Frésche zur Kohlenhydratverarmung 
geschah wie in der Mitteilung von Ochoa. Meist wurden Eskulenten 
verwandt, da sie schon von vornherein einen geringeren Kohlenhydrat- 
gehalt als die Temporariamuskeln besaBen. Frésche von 35 bis 40g 
wurden mit 8 Einh. Insulin Schering gespritzt. Wenn sie nach etwa 
3 Tagen Krampfe gehabt hatten, wurde noch einige Tage gewartet 
und die Frésche dann getétet. Ofters wurden sie nach 5 Tagen noch 
einmal mit 5 Einh. gespritzt und getétet, wenn neue Kriampfe auf- 
getreten waren. Nur in einem Teile der Falle gelang eine nahezu véllige 
Befreiung von spaltbarem Kohlenhydrat. Die Frésche waren dann 
stets in sehr geschadigtem Zustande, was aber auf die Spannungs- 
leistung des isolierten Muskels meist ohne EinfluB war. 

In den Versuchen der Tabelle Il wurde neben dem Kohlenhydrat 
auch der Endgehalt an Milchséiure wie bei den normalen Muskeln 
bestimmt. Da aber die Frésche éfter unmittelbar nach den Krimpfen 
getétet wurden oder weitgehend erschépft waren, bestand der Verdacht, 
daB auch der Milchséureanfangsgehalt erhéht war und da® dahn 
moéglicherweise ein Teil der Arbeit durch Oxydation dieser Milchsaiure 
bestritten wurde. Infolgedessen wurde spater noch eine zweite Serie 
gemacht, in der der Anfangsgehalt an Milchsdiure und ebenso an Kohlen- 
hydrat gemessen wurde. 

Im Gegensatz zu den Versuchen mit normalen Muskeln wurden 
diejenigen an insulinisierten meist fortgesetzt, bis die Spannung weit 
unter ein Viertel der Anfangsspannung abgefallen war (nur Versuch 7 
ist friiher abgebrochen). Dieser Abfall findet meist schon in den ersten 
24 Stunden statt, denn die gesamte Spannungsleistung, die von diesen 
Muskeln produziert werden kann, ist erheblich kleiner wie die normaler 
Muskeln. 

In Tabelle If sind die Versuche wiederum nach der Héhe des 
Kohlenhydratgehalts geordnet. Diese ist in den Versuchen 1 bis 4 
ziemlich normal, in den weiteren stark herabgesetzt. Nr. 1 und 4 sind 
Muskeln von Temporarien, die iibrigen Eskulenten. 

Nimmt man an, daB der Ruhestoffwechsel im gereizten und un- 
gereizten Muskel gleich ist, so gibt die Versuchsanordnung der Ta- 
belle II ein einwandfreies Bild des Kohlenhydratumsatzes bei der 
Tatigkeit, da aus der Differenz des Kohlenhydrat- sowie des Milch- 
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siuregehalts beider Muskeln sich das fiir die Arbeit extra verbrauchte 
Kohlenhydrat ergibt. Liegt der K,,;,)-Wert iiber 1000 . 10°, so reicht 
der Extraverbrauch an Kohlenhydrat nicht aus, um die Arbeitsleistung 
zu erméglichen. In den Versuchen 5 bis 9, unter 0,3°, Kohlenhydrat, 
wird der K,,/,)-Wert unendlich, weil hier iiberhaupt kein Mehrverbrauch 
durch die Arbeit festzustellen ist. 

Dagegen kann es fraglich erscheinen, ob die Voraussetzung be- 
ziglich des Ruhestoffwechsels richtig ist, and ob nicht eine gewisse 
Menge Kohlenhydrat und Milchsiure, die im ungereizten Muskel fiir 
die Ruheatmung verbraucht wurden, im kohlenhydratarmen gereizten 
Muskel zur Tatigkeit diente, und dafiir der Ruheumsatz auf Kosten 
anderer Substanzen geschah. Deshalb wurde in einer weiteren Serie 
der Anfangsgehalt an Kohlenhydrat und Milchséure bestimmt und mit 
den erhaltenen Endwerten verglichen. Dem Milchséureanfangsgehalt 
kommt bei den Insulinmuskeln eine besondere Bedeutung zu, weil 
er in Fréschen, die kurz vor der Tétung Krampfe gehabt haben oder 
stark geschwacht sind, iiber die Norm erhéht ist. Nun ist, wie bereits 
oben erwahnt, die Berechnung des K,,;,)-Wertes, wenn man sie 
auf den Anfangskohlenhydratgehalt der Muskeln bezieht, nicht 
genau; obendrein wurde dieser in den folgenden Versuchen meist am 
M. gracilis bestimmt. Die Koeffizienten der Tabelle III sind auf diese 
Weise gewonnen und zunachst fiir den Gesamtverbrauch des Kohlen- 
hydrats ein K},:,)-Wert und hieraus der K,,;,)-Wert unter Abzug des 
Ruheumsatzes berechnyt. Dabei ist als theoretischer Ruheverbrauch 
des Kohlenhydrats die Halfte des Ruheumsatzes normaler Muskeln 
angenommen, 0,016 mg pro Gramm Muskel und Stunde bei 10°. Diese 
Berechnungsart gibt natiirlich nur ein ungefahres Bild. Man sieht, 
daB unter Mitberiicksichtigung des Ruheumsatzes auch noch in Muskeln 
von 0,2 bis 0,3° Kohlenhydratanfangsgehalt das Kohlenhydrat merk- 
bar schwindet, daB aber, jedenfalls mehrmals (Versuche 4 und 5), 
auch jetzt das gesamte geschwundene Kohlenhydrat zur Arbeit un- 
zureichend ist. Dabei nimmt in einigen Fallen der Milchséiuregehalt 
zu, in anderen ab. Es ist danach in der Tat nicht ausgeschlossen, daB 
der K,,.xj-Wert oo der Versuche der Tabelle II dadurch zustande 
kommt, daB ein gewisser Kohlenhydratschwund bei der Tatigkeit 
durch Verschiebung des Ruheumsatzes auf Oxydation von Nicht- 
kohlenhydrat verdeckt wird, denn es ist kaum anzunehmen, da der 
Kohlenhydratrest, der iiberhaupt im Muskel noch oxydierbar ist, nur 
in der Ruhe und nicht bei der Tatigkeit angegriffen werden sollte. 
Aber auch in diesem Falle kann die Arbeit nicht ausschlieBlich durch 
die Oxydation dieses Kohlenhydratrestes geleistet werden. Andererseits 
ist die Arbeitsfahigkeit in solchen kohlenhydratarmen Muskeln deutlich 
begrenzt. 
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Der niedrigste Gehalt an Kohlenhydrat wiirde aber immer noch 
fiir die intermediire Bildung von Milchséure mit anschlieBender Re- 
synthese derselben hinreichend sein. Dagegen ergaben weitere Versuche 
von Ochoa, da® in einzelnen Fallen, wenn der Anfangskohlenhydrat- 
gehalt unter 1,5 mg pro Gramm Muskel lag, die anaerobe Spannungs- 
leistung gréBer war, als mit einem normalen K,,,;,)-Wert auf Grund 
der gebildeten Milchsiure vertraiglich war. In einer gleichzeitigen Ver- 
offentlichung erhielten dagegen P. W. Smith und M. B. Visscher! an 
Gastrocnemien, die durch Insulin kohlenhydratarm gemacht waren, 
niemals eine gréBere anaerobe Arbeitsleistung, als der gleichzeitigen 
Bildung von Milchsiéure und dem damit aquivalenten Kohlenhydrat- 
schwund entsprach. Indessen lag in den betreffenden Versuchen der 
Autoren der Glykogengehalt selbst noch bei den ermiideten Muskeln 
iiber 1,5 mg pro Gramm, so dafB diese Versuche den Ergebnissen von 
Ochoa nicht widersprechen. Tatsachlich gelingt es nur mit besonders 
geeignetem Froschmaterial, eine so hohe Kohlenhydratverarmung zu 
erzielen, ohne da®B die anaerobe Arbeitsfihigkeit der Muskeln ver- 
nichtet wird. Gegenwartig (April) war dies z. B. nicht méglich, indem 
in acht darauf angestellten Versuchen der niedrigste Gesamtkohlen- 
hydratgehalt zu Versuchsbeginn nach Insulinisierung und wieder- 
holten Kiaimpfen 3,5 mg pro Gramm betrug und dann noch etwa 2 mg 
Milchsaéure bis zur anaeroben Ermiidung des isolierten Muskels gebildet 
werden konnten. Die nihere Untersuchung des Chemismus der anaeroben 
Arbeitsleistung in kohlethydratarmen Muskeln muB deshalb auf einen 
giinstigeren Zeitpunkt verschoben werden. 


Zusammenfassung. 


Wenn der Gesamtkohlenhydratgehalt des Froschmuskels iiber 
etwa 0,5°%, liegt, so geschieht die Arbeitsleistung nahezu ausschlieBlich 
auf Kosten des Kohlenhydrats, wahrend bei einer Herabminderung 
auf unter 0,3°, (mittels starker Insulindosen) ein betrachtlicher Teil 
der Gesamtleistung des isolierten Muskels (bis 500 kg Spannung pro 
Gramm Muskel) auf die Oxydation von Nichtkohlenhydrat bezogen 
werden mu. 


1 Amer. Journ. of Physiol. 95, 130, 1930. 























Uber das Koferment der Milchsiurebildung im Muskel. 


Von 


0. Meyerhof, K. Lohmann und K. Meyer. 


|Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem und dem 
Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische 
Forschung, Heidelberg. | 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im folgenden sei kurz tiber Versuche berichtet, die im Laufe der 
letzten 4 Jahre zur Aufklirung der chemischen Natur des Koferments 
der Milchséiurebildung im Muskel unternommen worden sind. Diese 
sind spiiterhin von dem einen von uns (K. Lohmann) allein fortgesetzt 
worden, woriiber die folgenden Mitteilungen Auskuhft geben. 

DaB die Milchséurebildung in der Muskulatur sowie im Enzym- 
extrakt des Muskels in gleicher Weise in ein thermolabiles Ferment 
und in ein thermostabiles und dialysables Koferment zerlegt werden 
kann, wie es nach Harden bei der alkoholischen Garung der Hefe der 
Fall ist, ist friiher nachgewiesen worden!, sowie, daB sich beide Ko- 
fermente wechselseitig vertreten kénnen. 

Als nun das extrahierte milchséurebildende Ferment des Muskels 
mittels der Willstdtterschen Adsorptionsmethoden gereinigt wurde, 
zeigte es sich,(daB es zwar mit unverdndertem Muskelkochsaft erganzt 
werden konnte; wurde jedoch das Koferment des Kochsaftes nach 
den Methoden, die Harden sowie H. von Euler fiir die Reinigung der 
Kozymase angegeben hatten, von Begleitstoffen mehr oder weniger 
befreit, so wurde das System unvollstandig, und erst durch eine ab- 
geinderte Darstellungsweise des Koferments oder nach Zugabe einer 
Bariumfallung, die leicht spaltbare Phosphorséureester enthielt, konnte 
eine Aktivierung erzielt werden’. 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 20, 1919; diese Zeitschr. 178, 395, 
1926. 
2 K. Meyer, diese Zeitschr. 183, 216, 1927; 198, 139, 1928. 
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An diese Beobachtung kniipften unsere weiteren Versuche an. 
In diesen wurde die Milchséurebildung teils manometrisch, teils chemisch 
verfolgt; im ersteren Falle wurde auch meist der Phosphatumsatz 
gemessen und die Veresterungskorrektur daraus berechnet. Bei gleich- 
zeitiger Spaltung von Adenylpyrophosphat, bei der Ammoniak und 
Phosphat entstehen mit entgegengesetzten Anderungen der Reaktion, 
wird die Korrekturberechnung weniger zuverlissig, so daB in diesem 
Falle chemischen Bestimmungen der Milchséurebildung der Vorzug zu 
geben ist. Die Darstellung der benutzten Praparate ist teils schon vor- 
her beschrieben (Adenylpyrophosphorsaure!), teils in den folgenden 
Arbeiten enthalten. 

Anstatt das Koferment des Muskels durch Reinigung in zwei 
Bestandteile zu zerlegen, erwies es sich als viel einfacher, den Muskel- 
kochsaft aus einem Enzymextrakt von Froschmuskulatur herzustellen, 
der vor dem Aufkochen 1 Stunde bei 37° oder 2 bis 3 Stunden bei 
Zimmertemperatur gestanden hatte (,,autolysierter“’ Kochsaft). 


Andererseits kann auch statt der Reinigung des Ferments durch 
Acetatfaillung oder durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd zweck- 
maBigerweise eine mehrstiindige Dialyse desselben bei 0° in Kollodium- 
hiilsen gegen KCl-Lésung erfolgen. Eine auf diese Weise gereinigte 
milchséurebildende Enzymlésung ist in Gegenwart von Muskelkochsaft 
und Glykegen zur Milchsaéurebildung in etwa dem gleichen Umfang 
befahigt wie der‘ Ausgangsextrakt. Als Muskelkochsaft kann hier 
sowohl das Filtrat von Muskulatur, die mit dem gleichen Volumen 
Wasser aufgekocht ist, Verwendung finden, wie aufgekochter filtrierter 
Enzymextrakt, der nach den friiher gegebenen Vorschriften mit unter- 
kiihlter KCl-Lésung hergestellt ist. 

_ Ein nach den obigen Angaben autolysierter Muskelkochsaft ist 
nun zur Komplettierung der Milchsiurebildung des gereinigten Ferments 
unfahig geworden. Durch die Autolyse wird also eine in der Barium- 
fraktion enthaltene Substanz unwirksam gemacht. Ersetzt man in- 
dessen auch nur einen geringen Teil des autolysierten Kochsafts durch 
frischen Kochsaft, so kann man eine erhebliche Milchsaurebildung 
wieder restituieren, die viel gréBer ist als die Summe, die sich allein 
aus der Wirkung des autolysierten und nichtautolysierten Anteils des 
Muskelkochsafts ergibt. Daraus folgt, daB das Koferment aus einem 
nichtautolysablen Bestandteil und aus einem autolysablen besteht. 
Ein derartiger Versuch ist unter Nr.1 der Tabelle I wiedergegeben. 


Der autolysable, in der in Wasser unldéslichen Bariumfraktion 
enthaltene Bestandteil des Extrakts ist nun aber nichts anderes als 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 233, 460, 1931. 
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die von K. Lohmann im Muskel entdeckte und isolierte? und spater 
auch von Fiske? beschriebene Adenylpyrophosphorséure (Adenosintri- 
phosphorséure). Setzt man dieselbe in einer Konzentration, die dem 
Gehalt des frischen Muskels entspricht, zum dialysierten oder gereinigten 
Enzymextrakt hinzu, so wird die Milchséurebildung restituiert, und zwar 
zu etwa derselben Héhe, wie im frischen Muskelextrakt. Zwei derartige 
Versuche sind unter Nr. 2 und 3 der Tabelle I aufgefiihrt. In Versuch 3 
wurde chemisch gleichzeitig die Milchséiurebildung und die allmahliche 
Aufspaltung des Nucleotidpyrophosphats mit und ohne auBeren Zusatz 
desselben verfolgt. Dies ist auf Abb. 1 wiedergegeben. Im auto- 
lysierten Muskelkochsaft war das praformierte Pyrophosphat nahezu 
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Abb. 1. 
Zusammenhang von Milchséiurebildung und Adenylpyrophosphorséurezerfall in autolysiertem 
Froschmuskelextrakt (40 Min., 37°). Bezeichnungen entsprechen der Tabelle I, Nr. 3. 

d: Ohne Zusatz von Apyro. 
O——O Milchsiurebildung in mg pro ccm Extrakt. 
@-——-@ Zerfall des vorhandenen Restes an Adenylpyrophosphat. 

e: Dasselbe nach Zusatz von Apyro. 

@-— --@ Milchssurebildung. 
O——O Zerfall des zugesetzten Apyro. 20°. 
Pyrophosphatspaltung gemessen in o-Phosphat als mg P, Os. 


vollstandig aufgespalten und die Milchséurebildung ganz geringfiigig. 
Durch Zugabe von Adenylpyrophosphat mit 0,40 mg Pyrophosphat P,O, 
auf 1ccm Gesamtfliissigkeit (mit 0,50 ccm dialysiertem Extrakt und 
0,35 ccm autolysiertem Kochsaft) wurde eine Milchséurebildung von 
demselben Umfang wie im frischen Extrakt wieder hergestellt. Man sieht 
aus Abb. 1, daB wahrend des allmahlichen Nachlassens der Milchsdure- 
bildung auch das Adenylpyrophosphat mit der Zeit aufgespalten wird. 
Dieser Versuch wurde mit dem gleichen Erfolg mehrmals wiederholt. 


! Naturwiss. 17, 624, 1929 (2. August) Mitteilung auf dem Intern. 
Physiol.-KongreB Boston, August 1929. 
2 Science 1929, II, S. 381 (18. Oktober). 


Biochemische Zeitschrift Band 237. 299 








440 


Tabelle I. 


O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer: 


Kochsaft aus autolysierter Muskulatur und Restitution der Coferment- 
wirkung bei Zugabe von Adenylpyrophosphat (Apyro). Milchséurebildung 
pro 1 cem Extraktgemisch mit 0,3 bis 0,4 ccm Kofermentlésung, 0,1 cem 

4%ige Starke, 0,25°4 Bicarbonat in N,, CO, (5%). 





Ferment- 
Nr. Datum 


priparat 
1927 
1 16.101. Acetatfallung 
1929 
2 | 11. V. Aluminium- 
adsorbat 
' 
3 27.V. a)0,5cem frisch. 
Extrakt 
b) Extrakt2Std. 
dialysiert . 
c) Dasselbe 
d) ” 
e) 9 


Muskelkochsaft, 
Herstellung aus 


a) 0.3ecem frischem 
Extrakt 

b) 0,3 cem autolys. 
Extrakt (1 Std., 
37°) . 


c) 0,25 cem autolys. 


+0,05 cem frisch. 
Extrakt 
0,05 cem frischem 
Extrakt 
+ 0,25 cem d. W. 


d 


a) ohne Kochsaft 
b) 0,4 cem frischem 
Extrakt 

0,4cem autolys. 
Extrakt (50 Min., 
37°) . ie se 
Dasselbe + A pyro 
mit 0,30 mg P, 0, 


~— 


c 


d 


~~ 


Ohne Kochsaft 


0,3 cem frisch. Extr. 

0,35 cem autolysiert. 
Extrakt (40 Min., 
af 

Dasselbe+ Apyro mit 
0,40 mg Py O; ° 


* Milchsiure chemisch bestimmt. 


Versuchszeit 


n 


tho 


bo 


to 


bo 


bo bo bo 


bo 


Bicarbonat 


=; Kohlensture aus 


= 


103 


P205 
verestert 





3 
R 


0,194 0,348 


— 0,024 


0,118 0,300 


0.04 0,013 


0,095 0,06* 


0,033 0,54* 


Gesamtzucker- 
umsatz 


8 
.. 


0,596 


0,024 


0,451 


0.065 


0,15 


0,57 


Die Autolyse des Muskelkochsafts bzw. der darin enthaltenen 
Pyrophosphatfraktion besteht nun, wie schon in einer vorhergehendeu 
Arbeit beschrieben?, in der hydrolytischen Abspaltung der Pyrophosphor- 
siuregruppe als 2 mol o-Phosphat und andererseits, wie aus den Arbeiten 


1 K, Lohmann, diese Zeitschr. 208, 172, 1928. 
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G. Embdens' bekannt, in der hydrolytischen Abspaltung von Ammoniak 
unter Ubergang in Inosinséure. Nach den Versuchen von K. Lohmann 
wird bei 38° in 60 Minuten etwa 90°, des praformierten Pyrophosphats 
im Extrakt hydrolysiert, bei 20° nach 90 Minuten etwa 70°. Der 
Verlauf einer solchen Spaltung des praformierten Pyrophosphats 
gleichzeitig mit der manometrischen Messung der Milchsdure ist auf 
Abb. 2 dargestellt. 

Gleichzeitig geht die Ammoniakabspaltung vonstatten, die etwa 
parallel, aber nicht genau stéchiometrisch mit der Pyrophosphat- 
spaltung verlauft. Fiir zugesetzte Adenylpyrophosphorsaéure ersieht 
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Abb. 2. 
Zerfall des priformierten Apyro und Geschwindigkeit der Milchsturebildung (manometrisch 
gemessen) in Froschmuskelextrakt. 
@----@ Gehalt an Pyrophosphat in mg P, 0; pro ccm Extrakt, waibhrend 
der Versuchszeit. 
——() Geschwindigkeit der Milchsiurebildung, manometrisch gemessen, 
in emm CO, pro 30 Min. 


man die gleichzeitige enzymatische Abspaltung vori Ammoniak und 
Phosphorséure aus Abb.3. Unter stéchiometrischen Verhaltnissen 
mu8 auf 14 y Ammoniak-N 142 y P,O; als Phosphat frei werden, was, 
wie man sieht, angenahert, aber nicht genau der Fall ist. Aus diesem 
Grunde wurde die Wirkung der verschiedenen Spaltprodukte der 
Adenylpyrophosphorséure gepriift als Substituentien fiir den auto- 
lysablen Anteil des Koferments. Diese Versuche, die in der folgenden 
Arbeit von K. Lohmann weiter verfolgt sind, ergaben, daB Adeny]l- 
séure auf dialysierten Extrakt eine ahnliche, aber meist schwachere 
Wirkung hat als Adenylpyrophosphorséure, wobei eine Synthese zu 
letzterer beobachtet wird. Ebenfalls wirksam war Inosinpyrophosphor- 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 149ff., 1928. 
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siure, wahrend Inosinsiure und Ribosephosphorséure unwirksam 
waren. Ferner erwies sich die aus Hefe dargestellte Pyrophosphat- 
fraktion als ebenso wirksam wie die aus Muskel. 


DaB die Adenylsiure bei Zusatz zu phosphathaltigem Muskel- 
extrakt zu Adenylpyrophosphorséure synthetisiert wird, lieB sich 
zunachst daraus folgern, daB nicht nur, wie schon Lehnartz beobachtete!, 
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Gleichzeitige Abspaltung von Ammoniak und Phosphat aus zugesetztem Apyro in Muskel- 
extrakt bei 20°. 
@——@ Ammoniakabspaltung in y N pro cem Extrakt. 
C——O Phosphatabspaltung in mg Py 0, pro cem Extrakt. 


die nach Lohmann bestimmte Pyrophosphatfraktion zunimmt, sondern 
daB auch gleichzeitig in Stickstoff-Kohlenséuregemischen eine CO,- 
Absorption der bicarbonathaltigen Lésung erfolgt, die der Reaktions- 
verschiebung entspricht, die bei der Bindung des Pyrophosphats an die 
Adenylsaiuregruppe erfolgt. Das Verfahren wird kompliziert durch 
die gleichzeitige Abspaltung von Ammoniak, die ebenfalls eine Kohlen- 
saureaufnahme zur Folge hat. DaB jedoch Berechnung und Versuch 
im ganzen gut tibereinstimmen, ergibt sich aus dem folgenden Beispiel 
(Tabelle IT1). 

Nach Lohmann entspricht bei py 7,4 die Aufspaltung von 1 mol 
Adenylpyrophosphat in 2 mol H,;PO, und Adenylséiure einem Saure- 
aquivalent von 0,5; also die Synthese einem entsprechenden Basen- 
aquivalent. Hinzu kommt die Alkalisierung durch Ammoniak, wobei 
14 y N einer CO,-Aufnahme von 22 cmm entsprechen. 

In den vorangehenden Versuchen ist auBer einem autolysierbaren 
Bestandteil noch ein anderer im Kochsaft enthaltener Stoff fiir die 


1 


Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 1, 1929. 
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Tabelle Ill. 


Versuch vom 18. November 1929. 0,125 cem dialysierter Extrakt, 1,0 ccm 

autolysierter Kochsaft mit Zusétzen auf 3,0 cem gebracht (0,3 cem 2,6°, iges 

Bicarbonat). CO,-Aufnahme in 2 Minuten nach Zusatz von 0,3 cem Adenyl- 
séure mit 0,310 mg P,Os. 





Kohlenhydrat- + cane Entspricht a Entspricht Panny emm CO, 
a gebildet °™m™ ‘ O2 synthet, “™™ CO2  berechnet S°messen 

a) |0,3°, Starke 22 — 35 0,475 — 76 —111 | —103,4 
b) = 22 35 | 0,435 — | —ie | —108s 





Milchsdurebildung nétig gewesen. Da die Fillungsbedingungen des 
autolysablen Bestandteils véllig andere waren als die der Kozymase, 
wie sie von Luler und Myrbdck beschrieben sind, wurde die Adeny]- 
pyrophospborséure seinerzeit von uns als Komplement der Kozymase 
aufgefaBt, da wir in dem autolysierten Kochsaft noch einen weiteren 
zusammengesetzten Bestandteil derselben vermuteten. Wie von 
K. Lohmann' inzwischen bereits mitgeteilt wurde, ist jedoch die in 
dem autolysierten Kochsaft wirksame Substanz nichts anderes als 
Magnesiumion. Wenn nun auch theoretisch jeder Kofermentbestandteil 
als Komplement des anderen bezeichnet werden kann, so erscheint 
es doch zweckmaBiger, die friiher gewaihlte Ausdrucksweise fallen zu 
lassen und die organische Komponente des Koferments der Milchsaure- 
bildung bzw. der alkoholischen Garung selbst als Koferment zu 
bezeichnen. 

Analoge Versuche wurden auch betreffs der Garungsaktivierung 
in gewaschener Trockenhefe angestellt und fiihrten zu ganz ent- 
sprechenden Resultaten. Auch hier war der autolysierte Muskel- 
kochsaft als Koferment unwirksam, wahrend unter Zusatz von Adeny}- 
pvrophosphat die Gérung mit ahnlicher Geschwindigkeit eintritt wie 
bei Zusatz von frischem Muskelkochsaft. Hierauf sei an dieser Stelle 
nicht eingegangen, da dies in der folgenden Arbeit von K. Lohmann 
genauer untersucht worden ist. 


1 K. Lohmann, Naturwiss. 19, 180, 1931. 
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"I. Untersuchungen tiber das Koferment der Atmung und der Methyl- 
glyoxalase 


. Zusammenfassung . 


I. Einleitung. 


Man verdankt Harden und Young! die im Jahre 1906 gemachte 
Entdeckung, daB HefepreBsaft durch Ultrafiltration: in zwei Bestand- 
teile zerlegt werden kann: in eine eiweiBhaltige Komponente, die das 
eigentliche Fermentsystem enthalt, und in eine ultrafiltrierbare und 
thermostabile; beide Komponenten vermégen nur vereinigt Glucose 
zu vergaren. Harden und Young nannten die kochbestandige Kom- 
ponente nach dem Vorgang von Bertrand fiir ahnlich aktivierende 
Kochextrakte von Zellen Koferment. 1918 und 1921 fand Meyerhof?, 
daB auch das milchséurebildende Fermentsystem des Muskels zu 
seiner Wirksamkeit eines Koferments bedarf und daB die Kochsafte aus 


1 A. Harden u. W. J. Young, Proc. Roy. Soc. (B) 77, 410, 1906; 78, 369, 
1906; Alcoholic Fermentation. 

2 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 1918; 102, 1, 185, 
1918; Pfliig. Arch. 188, 114, 1921. 
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Hefe und Muskulatur sich gegenseitig ersetzen kénnen. Aus dieser 
Tatsache und dem Umstand, daB beide Kofermente durch Erhitzen 
etwa gleichmaBig inaktiviert werden, schloB Meyerhof auf eine nahe 
Verwandtschaft bzw. Identitat der beiden Substanzen. Meyerhof 
bewies ferner die schon von Harden und Young gemachte Annahme, 
daB die Hexosediphosphorsiure nicht das Koferment ist, geringe Mengen 
Hexosediphosphat aber die Induktionsperiode, die oft in dem nach 
Lebedew hergestellten Hefemazerationssaft auftritt, aufzuheben ver- 
mogen und daB es eines sehr viel energischeren Auswaschens der Zymase 
zur Entfernung des Koferments bedarf, als bis dahin angenommen 
war. Als Kriterium fiir die Kofermentfreiheit der ausgewaschenen 
Zymase dient ja ausschlieBlich die Tatsache, daB das Ferment fiir 
sich allein Glucose nicht zu vergiiren vermag. Der Umstand jedoch, 
daB durch ungeniigendes Auswaschen nur eine unterschwellige Kon- 
zentration des Koferments erreicht wird, die fiir sich allein nicht mehr 
wirksam ist, aber durch andere aktivierend wirkende Substanzen zur 
Entfaltung der Tatigkeit gebracht werden kann, hat vor und auch noch 
nach den Meyerhofschen Untersuchungen zu Befunden AnlaB gegeben, 
wonach das Koferment durch das K-Ion zusammen mit einer z-Keto- 
siure oder Acetaldehyd ersetzt werden kénnte!, und schlieBlich, daB 
das Koferment eine Antiprotease sei?., 

Die ersten Reinigungsversuche des Koferments wurden schon von 
Harden und Young ausgefiihrt, indem sie den Kochextrakt von frischer 
Hefe mit neutralem Pb-Acetat fallten. Der Haupttei! des Koferments 
fand sich dann in der Lésung. Systematische Untersuchungen iiber 
die Reinigung des Koferments wurden aber erst seit dem Jahre 1923 
von Euler und Myrbdck*® durchgefiihrt. Danach wird der Kochesaft 
von frischer Brauereihefe im Vakuum eingeengt, dialysiert und das 
Dialysat bei pu 6 mit neutralem Pb-Acetat gefallt. Aus dem Zentrifugat 
wird nun das Koferment bei py 10 mit dem Pb-Salz oder mit Hg-Acetat 
niedergeschlagen und die mit H,S zersetzte Fallung, die 10 bis 60% 
der urspriinglichen Menge Koferment enthalt, mit Quecksilbernitrat, 
als ammoniakalisches Ag-Salz, mit Phosphorwolframsaure usw. gereinigt. 
Aus der stark eingeengten wasserigen Lésung wurde das Koferment mit 
viel Alkohol oder Aceton als eine weiBe Substanz abgeschieden. Im 
Jahre 1929 teilten dann Euler und Myrbdck mit, daB dieser Nieder- 
schlag zum tiberwiegenden Teil aus einer Verbindung besteht, in der 
das Verhaltnis von Adenin: PO,: reduzierender Gruppe (nach Hydro- 


1 A. Harden, Alcoholic Fermentation 1923, 8. 71. 

2 A.J. Kluyver u. A. P. Struyk, diese Zeitschr. 210, 212, 1928; vgl. 
dagegen A. A. Stheeman, Proc. K. Akad. Wetensch., Amsterdam 33. Nr. 8, 
1930. 

8’ H.v. Euler, Bioakatalysatoren, 1930. 
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lyse) nahezu 1:1:1 ist. Nachdem dann spater Praparate erhalten 
wurden, in denen der N- und P-Gehalt deneneiner Adenylsaure entspricht, 
neigen Euler und Myrbdck der Ansicht zu, daB die Kofermentwirkung 
einem Nucleotid, einer Adenylsiure besonderer Art angehért, die nicht 
mit der aus Hefenucleinséure oder aus der Muskulatur erhaltenen 
Adenylsiure identisch ist?. Nach demselben Verfahren wurde auch 
das Koferment aus Muskulatur hergestellt, dessen Reinigung jedoch 
nicht so weit getrieben wurde. Euler und Myrbdck bestatigten hierbei 
den Befund Meyerhofs, daB sich die aus Hefe und Muskel erhaltenen 
Kofermentpraparate gegenseitig ersetzen kénnen. Aus den eingehenden 
Untersuchungen der Stockholmer Autoren geht weiter hervor, daf 
sich das Koferment der alkoholischen Garung (Cozymase) auch als 
Coreduktase und als Comutase betatigt. 

Meyerhof fand bei seinen Untersuchungen iiber die Atmung der 
Froschmuskulatur, daB die Atmung von gut ausgewaschenem Frosch- 
muskelbrei durch den Kochsaft aus frischer Muskulatur zum gréBten 
Teil regeneriert wird. Diese kochbestandige Substanz wird bei langerem 
Kochen in derselben Weise inaktiviert wie das Koferment der Glykolyse. 
Besitzen die beiden Substanzen in dieser Weise auch gewisse Ahnlich- 
keiten, so war doch noch keineswegs eine Identitét nachgewieren; 
Meyerhof spricht daher folgemaBig von einem Koferment der Atroung 
gegeniiber dem Koferment der Milchséurebildung. In der Gleichsetzung 
viel weiter geht Euler, indem er in bezug auf das Koférment der alkoholi- 
schen Garung schreibt!: ,,... Gegenwartig besteht kein Grund mehr, 
von einem besonderen ,Koferment der Atmung* zu sprechen, ebenso- 
wenig wie von einem Koferment der Glykolyse...‘*. Die in dieser 
Mitteilung zu schildernden Versuche zeigen aber, daB Praparate, die 
die Glykolyse des kofermentfreien milchsiurebildenden Ferment- 
systems zu erganzen vermégen, die Atmung ausgewaschener Muskulatur 
im Vergleich zu Kochsaft nur teilweise regenerieren und auberdem 
nicht als Koferment der Methylglyoxalase wirken. Danach ist es also 
nicht berechtigt, von einem einheitlichen Koferment der verschiedenen 
zuckerabbauenden Fermentprozesse zu sprechen. Héchstwahrscheinlich 
haben wir es sowohl in der Muskel- wie in der Hefezelle iiberhaupt mit 
zwei chemisch-praparativ leicht voneinander trennbaren Substanzen 
zu tun, die eine Kofermentwirkung zu entfalten vermégen. 

Wie in der vorhergehenden Mitteilung von Meyerho{, Lohmann und 
Meyer® gezeigt ist, wird das durch Adsorptionsmethoden nach W ilstatter 
oder durch Dialyse gereinigte milchséurebildende Fermentsystem durch 
Kochsaft von frischer Muskulatur zur Milchsaurebildung befahigt, 


1 H.v. Euler, Biokatalysatoren, 1930. 
2 O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, diese Zeitschr. 237, 437, 1931. 
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nicht aber durch Kochsaft aus autolysierter Muskulatur. Das System 
gereinigtes Ferment + Kochsaft aus autolysierter Muskulatur konnte 
aber durch Zusatz einer bestimmten, aus dem Trichloressigséure- 
extrakt von frischer Muskulatur isolierten Fraktion erginzt werden. 
Das Koferment der Milchsdéurebildung besteht danach also aus zwei 
Komponenten, aus einem autolysablen und einem nichtautolysablen 
Bestandteil. Als der autolysable erwies sich die Adenylpyrophosphor- 
siure’, als der nichtautolysable Magnesium?. Dieselben Verhaltnisse 
wurden auch grundsatzlich bei der alkoholischen Garung der Hefe 
gefunden. 

Nach der Terminologie von Harden und Young bezeichnet man als 
, Koferment“ eine in der Zelle vorhandene kochbestandige und dialysable 
Substanz von organischer Natur. Definiert man nun den Begriff ,,Ko- 
fermentsystem“ als die Gesamtheit der in frischen Zellen vorhandenen 
wirksamen Bestandteile, von denen das Ferment selbst befreit werden 
kann, so gehért hierzu auBer den beiden oben genannten Verbindungen 
auch noch anorganisches Phosphat. Die Notwendigkeit des anorgani- 
schen Phosphats ist fiir die alkoholische Garung von Harden und Young 
nachgewiesen, fiir die Milchsiéurebildung aus Glykogen von Meyer®. 
Bei der ausgewaschenen Trockenhefe bzw. bei dem dialysierten Hefe- 
mazerationssaft geniigen aber auch diese drei Komponenten nicht, da 
oft erst ein Zusatz von Hexosediphosphat die Garung in Gang setzt. 


Ob mit diesen drei bzw. vier Substanzen der Begriff ,,Koferment- 
system“ vollstaéndig gedeckt ist, kann bisher nicht unbedingt bejaht 
werden, da ein Fermentsystem nur sehr schwer als ,,kofermentfrei“ 
zu beurteilen ist. Offenbar geniigt es nicht, ein Fermentpraparat, das 
mit Glykogen allein keine Milchséiure mehr bildet, als kofermentfrei 
anzusprechen. LaBt man z. B. Froschmuskelextrakt einige Stunden 
im Zimmer stehen, so reaktiviert schon alleiniger Zusatz von Adenyl- 
pyrophosphorsaure die Spaltung von zugesetztem Glykogen. Die Adeny]l- 
pyrophosphorséure ware also hier das Koferment. Dialysiert man 
einen solchen, Extrakt etwa eine Stunde, so mu$S man neben Adenyl- 
pyrophosphat noch anorganisches Phosphat zugeben, wird noch langer 
dialysiert, so vermag Kochsaft die Milchsaiurebildung zu bewirken, 
nicht aber mehr Adenylpyrophosphat + anorganisches Phosphat; der 
noch fehlende Bestandteil ist Magnesium. Da® das Magnesium auch 
im Kochsaft das wirksame Prinzip ist, kann dadurch gezeigt werden, 
daB ein durch Ausfallung des Mg mit NH; (als MgNH,P0O,) unwirksam 
gewordener Kochsaft durch Zusatz eines Mg-Salzes véllig regeneriert 


1 Vorl. Mitt. K. Lohmann, Naturwiss. 17, 624, 1929. 
2 Vorl. Mitt. Derselbe, ebendaselbst 19, 180, 1931. 
3’ K. Meyer, diese Zeitschr. 183, 216, 1927; 193, 139, 1928. 
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werden kann. Vorlaufig nenne ich nun das System Adenylpyrophosphat 
+ anorganisches Phosphat + Mg das ,,Kofermentsystem der Milch- 
siurebildung*‘, da bei den Versuchen zur Reinigung des Ferments mit 
diesem System immer dann noch eine Milchséurebildung erhalten 
wurde, wenn dies auch frischer Kochsaft tat. In den Fallen, wo mit 
Adenylpyrophosphat + anorganischem Phosphat + Mg keine Milch- 
siurebildung erhalten wurde, konnte diese auch niemals mit Kochsaft 
bewirkt werden. Das Ferment war also unwirksam geworden. Trotzdem 
erscheint es von vornherein nicht ausgeschlossen, daB bei anders durch- 
gefiihrter Reinigung des Ferments, deren Bedingungen noch nicht 
erkannt sind, Kochsaft wohl wirksam sein kann, nicht aber das kiinst- 
liche System. Dieselben Betrachtungen gelten auch fiir die Apozymase 
(wie Neuberg die kofermentfreie Zymase genannt hat). Wascht man 
z. B. Trockenhefe, wie dies bis jetzt immer geschehen ist, mit destilliertem 
Wasser aus, so geniigt ein Zusatz von anorganischem Phosphat und dem 
Koferment organischer Natur, um die Garung in Gang zu bringen. 
Dies gelingt nicht mehr, wenn die Trockenhefe mit einer sauren Extrak- 
tionsfliissigkeit ausgewaschen wird. Die Garung setzt in dem erst auf 
diese Weise an Mg geniigend verarmten Fermentpraparat nur dann 
ein, wenn auch noch ein Magnesiumsalz zugegeben wird. Jilchsdure- 
bildung und alkoholische Garung finden also nur in Gegenwart von Magne- 
sium statt. (Die erste Beobachtung iiber eine aktivierende Wirkung eines 
Mg-Salzes wurde von Meyerhof! bei der Spaltung der Hexosediphosphor- 
siure gemacht. Bemerkenswert ist ferner ein Befund von Erdtmann? 
(unter Huler), wonach die Nierenphosphatase durch Mg-Salze aktiviert 
wird). 

Das Kofermentproblem erscheint zunichst dadurch kompliziert 
(allerdings zeigt sich hier vielleicht ein Weg zur Deutung des Reaktions- 
mechanismus der Kofermentwirkung), daB das Adenylpyrophosphat 
durch andere Substanzen ersetzt werden kann, die organische Kom- 
ponente des Kofermentsystems also nicht einheitlicher Natur ist. So 
vermag Adenylsdiure, die durch Hydrolyse der Erdalkalisalze der 
Adenylpyrophosphorséure hergestellt ist*, in einem durch Stehen bei 
Zimmertemperatur inaktivierten Froschmuskelextrakt die volle Milch- 
séiurebildung zu regenerieren. Diese Fahigkeit, als Koferment zu wirken, 
erlischt bei der Inaktivierung aber viel friiher als die der Adenyl- 
pyrophosphorséure. Auch die Inosinpyrophosphorséure, die durch 
Desaminierung mit salpetriger Saure in essigsaurer Lésung aus der 
Adenylpyrophosphorsiure erhalten wurde, wirkt als Koferment. 


O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926. 
H. Erdtmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 211, 231, 1928. 
K. Lohmann, diese Zeitschr. 233, 460. 1931. 
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Von diesen drei Substanzen miissen ferner die von Euler und M yr- 
back isolierten Kofermentpraéparate streng unterschieden werden. Die 
beiden Gruppen unterscheiden sich chemisch-praparativ hauptsachlich 
dadurch, daB die Eulersche Substanz nach den Angaben von Euler 
und Myrbdck nicht mit neutralem Pb-Acetat fallbar ist, wahrend die 
Adenyl- und Inosinpyrophosphorsaure ein in neutraler Lésung praktisch 
unlésliches Pb-Salz geben, die Muskeladenylsaure ein schwer lésliches 
Pb-Salz. Eine erste Trennung zur Bestimmung des mengenmaBigen 
Anteils dieser beiden Gruppen besteht also in der Fallung eines eiweif- 
freien Extrakts frischer Zellen mit neutralem Pb-Acetat. Das Ergebnis 
solcher Versuche mit Muskulatur und Hefe! ergab nun, da® der iiber- 
wiegende Teil der als Koferment der Milchsaéurebildung wirkenden 
Substanzen in der Pb- unléslichen Fraktion gefunden wird. Eine 
weitere Einengung der Fraktionen ist durch Fallung als Ba-Salze zu 
erzielen. Wahrend die Ba-Salze der Adenylpyrophosphorséure und der 
Inosinpyrophosphorsaure in Wasser schwer léslich sind, bilden die Muskel- 
adenylséure und die Hulersche Cozymase in Wasser leicht lésliche Ba- 
Salze. Auch bei dieser Trennung liegt der Hauptteil des Koferments der 
Milchséurebildung in der Ba-unléslichen Fraktion vor; in Frosch- 
muskulatur finden sich z. B. nur maximal 5°, der Gesamtwirksamkeit als 
Koferment in der Ba-léslichen Fraktion, bei der Warmbliitermuskulatur 
(Kaninchen) und in der Hefe aber einetwas gréBerer Anteil. Werentlich ist 
nun, da®B nicht nur chemisch, sondern auch betreffs der biologischen 
Wirksamkeit als Koferment der Milchsaurebildung bzw. der alkoholischen 
Garung ein wichtiger Unterschied zwischen diesen beiden Giuppen 
besteht, wie in einer spéteren Abhandlung gezeigt werden soll. 

Die bisherigen Versuche machen es tiberhaupt sehr wahrscheinlich, 
daB die in Muskulatur und Hefe vorkommenden, als Koferment wirk- 
samen Substanzen sich zwar gegenseitig ersetzen kénnen, daf hier aber 
doch eine Spezialisierung vorliegt, die in spezifischer Weise auf das 
zugehérige Ferment eingestellt ist. Wie erwahnt, finden sich beide 
Gruppen, die ich vorlaufig als das Koferment der Milchséurebildung 
und als das Koferment der alkoholischen Garung bezeichne, sowohl] in 
Muskel wie in Hefe, jedoch in mengenmafig sehr verschiedenen Anteilen. 
Ihre genaue Klassifizierung wird erst auf Grund vergleichender 
quantitativer Untersuchungen der Wirkung auf den Gesamtablauf 
der Milchséurebildung bzw. der alkoholischen Garung wie auf die 
einzelnen Teilphasen der Zucker abbauenden Prozesse méglich sein. 
Die Tatsache, daB die auf chemischem Wege aus der Adenylpyro- 


' Es wurden hier zumeist mit Trichloressigsiure unter Eiskiihlung 
erhaltene Extrakte verwendet. Bei der Abtétung der Zellen durch Er- 
hitzen scheinen bisher nicht iibersehbare Verainderungen vor sich zu gehen. 
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phosphorsaure hergestellte Adenylsaure die Milchsaurebildung in bei 20° 
inaktiviertem Extrakt auszulésen vermag, aber nur dann, wenn hierbei 
eine Phosphorylierung zu leicht hydrolysierbarem Phosphat unter 
Bildung der Pyrophosphatfraktion stattfindet!, laBt darauf schlieBen, 
daB zwischen der Adenylséure und der Adenylpyrophosphorsaure ein 
genetischer Zusammenhang besteht. Es erscheint nun von vornherein 
nicht ausgeschlossen, daB irgendein Zusammenhang in der einen oder 
der anderen Richtung auch zwischen der Adenylpyrophosphorséure 
und der von Euler und Myrbdck isolierten Cozymase besteht. Auch 
die Frage, ob die beiden Kofermentgruppen des Muskels und der 
Hefe je als chemisch identische Individuen anzusehen sind, ist noch 
nicht véllig entschieden. Es steht nur fest, daB sie Adeninnucleotid- 
derivate sind, die sich unter gewissen Bedingungen gegenseitig in der 
biologischen Wirksamkeit ersetzen kénnen. Es muB auch die Frage 
offen gelassen werden, ob die Adenylpyrophosphorséure die letzthin 
wirksame Substanz darstellt, oder nur ein ,,Pro-Koferment“ ist. 

In den ersten Untersuchungen iiber die Pyrophosphatfraktion in 
der Muskulatur? waren, als diese noch nicht in ihrer Verbindung mit 
Adenylsaure, sondern als freie Pyrophosphorsaéure isoliert war, Zusatz- 
versuche zu gereinigtem, milchséurebildendem Ferment negativ ver- 
laufen. Wie schon aus einer vorliufigen Mitteilung* hervorgeht, gilt 
jedoch die damals gezogene SchluBfdlgerung, daB die leicht hydrolysier- 
bare Phosphatfraktion im Muskel keinen Einflu8 auf die Milchséure- 
bildung hatte, nicht fiir die intakte Verbindung, das Adenylpyro- 
phosphat. 

In der vorliegenden Mitteilung wird der EinfluB der Adenylpyro- 
phosphorséure und des Magnesiums auf die Milchsdéurebildung aus 
Glykogen und die alkoholische Garung des Zuckers beschrieben, in 
weiteren Arbeiten die Milchséurebildung aus den Kohlenhydrat- 
phosphorséureestern sowie der EinfluB des Kofermentsystems auf die 
Phosphorylierung. 

Experimenteller Teil. 


Il. Inaktivierter Froschmuskelextrakt. 


Die Fahigkeit des milchsiurebildenden Fermentsystems des 
Muskels zur Spaltung von zugesetztem Glykogen kann auf verschiedene 
Weise aufgehoben werden. Wie Meyerhof* gezeigt hat, wird der Muskel 


! Die Zunahme der leicht hydrolysierbaren P-Fraktion nach Zusatz 
von Adenylséure zu MuskelpreBsaft wurde zuerst von Lehnartz beobachtet 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 1, 1929). 

2 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928; 203, 172, 1928. 
3 Derselbe, Naturwiss. 17, 624, 1929. 
4 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926, 
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durch Auswaschen mit gekihlter isotonischer KCl-Lésung sehr viel 
friher an Koferment erschépft als an milchsiéurebildendem Ferment. 
Der mehrmals mit Wasser extrahierte Muskelriickstand bzw. die dritte 
oder vierte Extraktionsflissigkeit vermag spontan zugesetztes Glykogen 
nicht mehr aufzuspalten, wohl aber nach Zusatz von frischem Muskel- 
kochsaft. Auf diese Weise werden aber nur Fermentpraparate erhalten, 
deren Spaltungsvermégen nicht mehr sehr erheblich ist. Ein einfacherer 
Weg zur Bereitung gut wirksamer ,,kofermentfreier‘“ Enzymlésungen 
besteht darin, daB man den nach der Vorschrift von Meyerhof aus 
Froschmuskulatur erhaltenen Extrakt einige Stunden bei 20° stehen 
laBt. Ein solcher Extrakt vermag dann spontan keine Milchsaure 
mehr zu bilden, kann aber durch Zusatz von Kofermentpraparaten 
wieder vollig aktiviert werden. Ich nenne einen solchen bei 20° ge- 
haltenen Extrakt ,,inaktivierten Extrakt‘‘. Schon Zuler! priifte die 
Kofermentpraparate an Muskeltrockenpulver, das aus Muskulatur 
hergestellt wurde, die 3 bis 4 Tage im Eisschrank gehalten war. 


Methodik. Der Extrakt wurde aus Froschmuskulatur (R. temporaria) 
nach der Vorschrift von Meyerhof hergestellt, indem 3 Teile Muskulatur 
mit 4 Teilen isotonischer unterkiihlter KCl-Lésung zerdriickt wurden. 
Der Brei wurde etwa 7 Minuten auf einer Zentrifuge mit 3000 Um- 
drehungen pro Minute zentrifugiert, durch Gaze filtriert und der Extrakt 
mit je '/, seines Volumens an m/10 Phosphatlésung vom px 7.4 und 
2,.6°,igem Bicarbonat versetzt. Diese mit Phosphat und Bicarbonat ver- 
setzte. Enzymlésung wird Extraktgemisch genannt. Beim Durchleiten 
eines N,-CO,-Gemisches (mit 5°, CO,) stellt sich dann ein py von etwa 7,4 
ein. Die Milchséurebestimmungen geschahen, abgesehen von manometrischen 
Kontrollen, durchweg nach der chemischen Methode nach Charnass-Fiirth 
in der in diesem Laboratorium iiblichen Weise. Die Abtétung des Extrakts 
erfolgte mit 2n H,SO,, die EnteiweiBung mit Na-Wolframat. Diese Methode 
bietet gegeniiber der EnteiweiBung mit HCl-HgCl, den Vorteil gréBerer 
Schnelligkeit, hat aber den Nachteil eines etwas héheren Blindwertes. 
Dieser betréigt bei dialysierten Extrakten, die praktisch milchséurefrei 
waren, 0,1 bis zu 0,2 cem n/200 Jod, in mit HCl-HgCl, enteiweiBten Ex- 
trakten nur 0,02 bis 0,06 cem (1 bis 3 Tropfen). Bei einem Gesamtverbrauch 
von 2 bis 4 ccm n/200 Jod in den aktivierten Extrakten spielt dieser Blind- 
wert aber keine nennenswerte Rolle, da er durch die Differenzrechnung 
praktisch ausgeschaltet wird. Die Entzuckerung der enteiweiBten Ansatze 
erfolgte mit CuSO,-Ca(OH),. 

In den Tabellen bedeutet ,,inaktiviert‘‘ die Inaktivierungszeit des 
Extrakts, Inkubationszeit die Reaktionszeit fiir die enzymatische Wirksam- 
keit ; wo nicht anders bemerkt, erfolgten die Inaktivierung und die Inkubation 
immer bei 20°. Die Menge der Adenylpyrophosphorséure (und der Inosin- 
pyrophosphorséure) wird durchweg in Milligramm P,O, leicht abspaltbarer 
Phosphorséure angegeben, die Adenylsiure in Milligramm P,O, des ge- 
samten Phosphats. Es bedeutet ,.mg Ap.‘*‘ also Adenylpyrophosphorséure 


1 Vogl. H. v. Euler, E. Brunius u. S. Proffe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
177, 170, 1928. 
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in Milligramm leicht hydrolysierbarem P,O,; (= 30°, des Gewichts der 
freien Verbindung). 

Der EinfluB ein- bis vierstiindigen Stehens bei 20° von Frosch 
muskelextrakt auf das Milchséurebildungsvermégen zeigt die Tabelle I. 
In diesem Versuch wurde das Extraktgemisch frisch und nach ein- bis 
vierstiindiger Inaktivierung ohne und mit Glykogen, ohne und mit 0,1 
und 0,5 mg Adenylpyrophosphorséure untersucht. Der Versuch mit je 
3ccm Extraktgemisch zeigt, daB nach zweistiindigem Stehen aus 
zugesetztem Glykogen spontan nur 0,17 mg Milchsaéure gebildet werden, 
mit 0,1 mg Adenylpyrophosphat aber 2,69 mg, mit 0,5 mg 3,11 mg 
Milchséure. Das Spaltungsvermégen von frischem Extrakt wird durch 
Zusatz von Adenylpyrophosphat nicht gesteigert, da im Extrakt zumeist 
die optimale Konzentration an Koferment vorhanden ist (in vorsichtig 
hergestelltem Extrakt betrigt die Menge an Pyrophosphat-P,O,; pro 
Kubikzentimeter 0,1 bis 0,2 mg = 0,7 .10~ bis 1,4. 10~3-m; im intakten 
Muskel pro Gramm durchschnittlich 0,5 bis 0,7 mg P,O; = 3,5 bis 
5.107%-m). Ferner war im inaktivierten Extrakt nach Koferment- 
zusatz in den ersten 60 Minuten mehr Milchsaure gebildet als im frischen; 
diese Beobachtung wurde fast regelmaBig gemacht. Dies beruht in 
Bestatigung friiherer Befunde von Meyerhof darauf, daB in mehr oder 
weniger inaktiviertem Extrakt die Milchséurebildung zuerst schneller 
verlauft als in frischem Extrakt, aber friiher abklingt (vgl. Tabelle IV). 
Das spontane Milchséurebildungsvermégen des Extrakts (aus pra- 
formiertem Kohlenhydrat und Kohlenhydratphosyhorséureestern) be- 


T abe lle Zz 


20. September 1930. Inaktivierung von Froschmuskelextrakt durch ein- 
bis vierstiindiges Stehen bei 20°. Versuchsansatz: 3,0 cem Extraktgemisch 
or 0 


+ 0,1 cem Zusétze; Glykogen 0,25°,; Adenylpyrophosphat 0,1 und 0,5 mg 
Ap. Inkubation bei 20° 60 Minuten. 





mg Milchsiure pro Versuchsansatz 


Frischer 60 Min. 120 Min. 180 Min. 240 Min. 


Extrakt inaktiviert inaktiviert inaktiviert | inaktiviert 


Versuchsansitze 


© 


ge- 
funden 
ge- 
bildet 
ge- 
funden 
ge 
funden 
ge 
funden 
ge 
bildet 
ge 
funden 
ge 
bildet 


(Extrakt sofort. . . . 1,38) 
obne Zusatz . 1,91 — 
+0,l mg Ap. 1,88 
+ 0,5mg Ap. 1,91, 0 
+ Glykogen . 3,84 | 1,93 3,56 1.52 2.15 0,17 1,98 
+ Glykogen 
+0,l mg Ap. 3,81 1,90 4,34 2,30 4,67 2,69 4,36 
+ Glykogen 
+0,5mg Ap. 3,79 | 1,93) 4,57 3,11 4,86 2, 


to 
z 
S 
= 











454 K. Lohmann: 


trug 0,53 mg; es ist nach 60 Minuten langer Inkubation praktisch ab- 
geschlossen. — Im allgemeinen laBt sich sagen, daB ein Froschmuskel- 
extrakt spatestens nach dreistiindiger Inaktivierung bei 20° spontan 
nicht mehr zur Spaltung von zugesetztem Glykogen befahigt ist. 


Das milchséurebildende Ferment des Muskels erweist sich also in 
kohlenhydratarmer Lésung als iiberraschend stabil, waihrend das Ko- 
ferment verhaltnismaBig schnell zerstért wird. Das Ferment ist noch 
nach achtstiindigem Stehen des Extrakts bei 20° und nach viertigigem 
Stehen bei 0° fast unverandert mit Adenylpyrophosphat reaktivierbar. 
Auch nach 24stiindigem Stehen bei 20° konnte in mehreren Ver- 
suchen noch mit Adenylpyrophosphat eine betrachtliche Milch- 
siurebildung erzielt werden. (Zumeist war aber, wenn nicht n/2000 
KCN zugesetzt war, der Extrakt zu sehr infiziert, so daB dann keine 
Milchséurebildung mehr festzustellen war). Tabelle I gibt einen Versuch 
mit Extrakt wieder, der 2 bis 8 Stunden bei 20° und 1 bis 4 Tage bei 0° 
inaktiviert war. 

Tabelle II. 
30. September 1930. Reaktivierung von Froschmuskelextrakt, der durch 
zwei- bis achtstiindiges Stehen bei 20° und ein- bis viertégiges Stehen bei 0° 
inaktiviert war. Je 3,0 ccm Extraktgemisch + 1,0 cem Zusétze; Glykogen 
0,25°,; Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap. Inkubation 60 Minuten bei 20°. 





mg Milchséure pro Versuchsansatz 





Versuchsansitze mit Adenyl- 


gefunden mit gefunden mit pyrophosphat 


Giykogen Glykogen + Ap. 


gebildet 

2 Std. bei 20° inaktiviert, Anfangs- 

wert 2,33 mg ir iad tg oa ee 
2 Std. bei 20° inaktiviert, . ... 2,56 3,81 1,48 
ae +e ‘ rer eee 2,32 3,88 1,66 
2 ieee » 20 " ie irs _ 4,40 2,08 
-_ ‘ ; 2,24 4,52 2,28 
Ss. e 2,38 4,44 2,06 
2Tage , O ‘ — 2,26 4,03 1,77 
oe ee ‘ “er 2,26 3,77 1,51 
4 sor, . pal 2,29 4,26 1,97 


Die optimale Menge Koferment und die minimale, die eben noch 
eine Milchséurebildung auszulésen vermag, schwankt mit den einzelnen 
Extrakten in nicht unbetrichtlichen Grenzen. Insbesondere wird eine 
um so gréBere Menge Koferment benétigt, je linger der Extrakt in- 
aktiviert und je geringer seine Wirksamkeit ist. Im allgemeinen stellt 
die im frischen Extrakt von vornherein vorhandene Pyrophosphat- 
fraktion die optimale Konzentration dar (fiir 3ccm Extraktgemisch 
0,25 bis 0,5 mg leicht hydrolysierbares P,O,;). In dem in Tabelle III 
und in Abb. 1 wiedergegebenen Versuch mit einem 4 Stunden lang 
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Tabelle IIl. 


25. September 1930. EinfluB steigender Konzentrationen Adenylpyro- 

phosphat auf die Milchséurebildung in inaktiviertem Froschmuskelextrakt. 

Versuchsansatz: je 3,0 cem Extraktgemisch + 1,0 cem Zusétze. Glykogen 

0,25°%; Extraktgemisch 4 Stunden bei 20° inaktiviert; Inkubation 
60 Minuten. 





mg Milchsdure 

















Nr. Versuchsansitze —- 
gefunden gebildet 
1 Frischer Extrakt sofort 1,15 
2 - nd ohne Zusatz 1,55 0,40 
3 = i. + Glykogen tat) a 2.77 1,62 
4 ee i + Glykogen + 0,2 mg Ap. 2,83 1,68 
5 Extrakt 4Std. inaktiviert, ohne Zusatz . 1,74 — 
6  - m + Glykogen. . ah ei 1,74 0 
7 “  — is os AS + 0,01 mg Ap. 2.23 0,49 
8 ” Ss n + re +0,02 , . 2,55 0,81 
9 . + a +005, , 3,07 1,33 
1() » 4, + +010, , 3,27 1,53 
11 -. = = +t. + 3,43 1,69 
12 6\« Mt = 2 +050. , 3,60 1,86 
13 . é. ‘i + x ? eee 3,43 1,69 
yf 
yl 
10 ra T 
Y 
f 
| | 
| | 
log 0,07 log Qf 0g 10 


Abb. 1. 
Einflub steigender Konzentrationen Adeny] pyrophosphat (0,01—1,0 mg Adenylpyrophosphat-P, 05) 
auf die Milchsiurebildung in inaktiviertem Froschmuskelextrakt. 
Abszisse: Logarithmus der Konzentrationen Adenylpyrophosphat in mg Ap. 
Ordinate: mg Milchs&ure gebildet. 
Die logarithmische Kurve verliuft von 0,01 bis 0,05 mg Ap. etwa geradlinig; die Wirksamkeit 
der Adenylpyrophosphorséure steigt dann bis zu einem Zusatz von 0,5 mg langsamer an und 
fallt bei 1,0 mg etwas ab. 


inaktivierten Extrakt wird in 3ccm Extraktgemisch + 1,0cem Zu- 
sitzen schon mit 0,01 mg Ap. eine Milchséurebildung von 0,49 mg 
festgestellt, die 26°, der maximal gebildeten Milchsiure (1,86 mg 
Milchséure mit 0,50 mg Ap.) betraigt. 0,01 mg Ap. entsprechen einer 
Konzentration von 1,8.10-5-m. In anderen Versuchen wurde mit 
0,01 mg Ap. sogar die Halfte der maximalen Milchsaurebildung erzielt. 
Biochemische Zeitschrift Band 237. 30 
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Aus der Gesamtzahl der vorliegenden Versuche ist aber ersichtlich, 
daB zumeist erst bei 0,02 bis 0,03 mg Ap. mit einer deutlichen Milch- 
saurebildung zu rechnen ist. Die in Abb. 1 (Tabelle III) dargestellte 
Abhangigkeit der GréBe der Milchsaéurebildung von der Konzentration 
der Adenylpyrophosphorséure (in logarithmischem MaBstab), zeigt, 
daB die Geschwindigkeit der Milchséurebildung zwischen 0,01 und 
0,05 mg Ap. etwa linear zunimmt, dann mit steigendem Zusatz lang- 
samer ansteigt, bis sie bei 0,5 mg ein Maximum erreicht; sie fallt bei 
1,0 mg langsam ab. 

Da in verschiedenen Extraktherstellungen auch unter méglichster 
Innehaltung derselben Versuchsbedingungen in der Kofermentwirkung 
des Adenylpyrophosphats erhebliche Schwankungen auftraten, war es 
nicht méglich, einen ACo-Wert, wie ihn Luler und Myrbdck bei ihren 
Untersuchungen tiber die Cozymase der alkoholischen Garung benutzt 
haben, zu verwenden. Nach Tabelle I betragt z. B. die maximal mit 
0,5 mg Ap. gebildete Milchséuremenge 2,84 mg, nach Tabelle II, wo 
dasselbe Praiparat genommen war, aber nur 1,86 mg. 

Einen wesentlichen Faktor fiir die GréBe der Milchsaéurebildung 
stellt auch die Phosphatkonzentration dar; hierauf wird spiater bei 
den Untersuchungen iiber den dialysierten Extrakt noch ausfiihrlich 
zuriickzukommen sein (vgl. 8S. 462 f.). 

Wahrend in Abwesenheit von Kohlenhydraten die Milchséure- 
bildungsfahigkeit nach zwei-, spatestens nach dreistiindigem Stehen 
bei 20° erloschen ist, zeigt, sich das Koferment in glykogenhaltigen 
Extrakten als wesentlich stabiler; die Glykolyse iibt also, wie dies auch 
chemisch zu verfolgen ist, eine schiitzende Wirkung auf das Koferment 
aus (bestimmt als leicht hydrolysierbares P,O,;). Der in Tabelle 1V und 
Abb. 2 wiedergegebene Versuch sollte zeigen, wie lange die Milchsaure- 
bildung in Gegenwart von Glykogen in einem frischen Extrakt und in 
einem nach 4 Stunden langer Inaktivierung mit Adenylpyrophosphat 
versetzten Extrakt anhalt. Das Ergebnis ist, daB noch nach zweistiindiger 
Inkubation eine nicht unbetrachtliche Milchséurebildung stattfindet. 
Die Geschwindigkeit der Milchsaurebildung ist im inaktivierten und 
mit Adenylpyrophosphat reaktiviertem Extrakt zunichst erheblich 
gréBer als im frischen Extrakt. 

Die Adenylpyrophosphorsaéure enthalt zwei Gruppen, die gegen- 
liber chemischen und enzymatischen Eingriffen sehr reaktionsfahig 
sind, und zwar die Aminogruppe im Adeninrest und zwei Phosphor- 
siuremolekiile, die bei der Hydrolyse in heiBen Sauren als anorganische 
Phosphorséure abgespalten werden (hierbei wird mit nur wenig ge- 
ringerer Geschwindigkeit auch die Bindung zwischen dem Adenin 
und der Pentose gelést), bei der Hydrolyse des neutralen Ba-Salzes 
als anorganische Pyrophosphorsiure. Im Muskelextrakt wird die 
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Tabelle IV. 


2. Oktober 1930. Milchséurebildung in einem frischen und mit Adenylpyro- 


phosphat versetzten inaktivierten Extrakt bei ein- bis vierstiindiger 
Inkubation. Versuchsansaétze: je 3,0cem Extraktgemisch 1,0 cem 
J £ 
Zusatze. Glykogen 0,25°,; Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap. 





mg Milchsdure 








Versuchsansatze Inkubation 
Min. gefunden gebildet 
| , 
Frischer Extrakt sofort 0 1,29 - 
Ps . ohne Zusatz ae 30 1,42 0,13 
° . is ‘ . aig erg 60 1,44 0,15 
y * = e 240 1,5 0,25 
. " + Glykogen 30 2.44 1,15 
; r is ‘ y 60 3,11 1,82 
1 ‘ - - 120 4,13 2,84 
' “i ES | < 180 4,51 3,22 
” is + 240 5,11 3,82 
t 
Extrakt 4 Std. inaktiviert, + Glykogen . . . 60 1,51 - 
4 . 3 3 - 2 ee 240 1,50 0 
a By " + : + Ap. 30 3,43 1,92 
a = 4, = + te + . 60 3.81 2 30 
¢ a 4, cas 120 4,56 3,05 
1 e &< he ya 180 5.39 3.88 
h ——— . + t. 240 5,46 3,95 
n & 
n ' s 
h 2 20} 
it > 
» 
d E's 
n , : BO 24 
it Vir iy bation 
or Abb. 2. 
‘ Gang der Milchsdurebildung in frischem und inaktiviertem Extrakt (mit Adenylpyrophospha 
t. reaktiviert). 
id Abszisse: Inkubationszeit in Minuten bei 20°. Ordinate: mg Milchs&ure gebildet. 
Kurve ©——() frischer Extrakt, Kurve — inaktivierter Extrakt. 
‘h Die im inaktivierten Extrakt mit Adenylpyrophosphat regenerierte Milchsdurebildung verliuft 
zunachst wesentlich schneller als im frischen Extrakt. Nach 4stiindiger Inkubation sind an- 
nihernd die gleichen Mengen Milchséure gebildet. 
n- 
ig Adenylpyrophosphorsaure desaminiert und partiell dephosphoryliert, 
r- das Endprodukt ist die Inosinséure. Es war daher zu erwarten, dab 
he die Inosinsdéure biologisch unwirksam sein miiBte. Der Versuch mit 
e- einer auf enzymatischem und auf chemischem Wege hergestellten 
in Inosinséure bestaétigte diese Erwartung. Dagegen wurde gefunden, 
es daB die beiden Substanzen, bei denen nur eine der beiden Gruppen 
lie abgespalten war, noch als Koferment zu wirken vermochten, und zwar 


30 * 
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die Adenylséure, durch Hydrolyse des Ba- bzw. des Ca-Salzes erhalten, 
wie auch die Inosinpyrophosphorsaure, die durch Desaminierung der 
Adenylpyrophosphorséure mit salpetriger Saure in essigsaurer Lésung 
hergestellt war. Gegeniiber der Wirkung von Adenylpyrophosphat 
zeigen die Adenylsiure und die Inosinpyrophosphorsiure jedoch 
bedeutsame Unterschiede: Die Adenylsiure besitzt bei optimaler 
Konzentration in einem Extrakt, der kurze Zeit, beispielsweise 
2 Stunden, inaktiviert ist, nahezu dieselbe Wirksamkeit wie die Adenyl- 
pyrophosphorséure. Bei langerer Inaktivierung des Extrakts nimmt 
die Wirksamkeit der Adenylsiure in Froschmuskelextrakt sehr 
schnell ab, so daB nach achtstiindiger Inaktivierung bei 20° oder ein- 
tigiger bei 0° gewéhnlich keine Kofermentwirkung mehr vorliegt. 
In Extrakten aus der Muskulatur von hungernden Winterfréschen 
war die Kofermentwirkung der Adenylsaure oft schon nach vierstiindiger 
Inaktivierung des Extrakts véllig erloschen. Ahnlich ist auch die 
Wirkung der Inosinpyrophosphorsaure; sie betragt aber nur 4/3 bis !/, 
der Wirkung der Adenylpyrophosphorsiéure. In der Tabelle V ist je 
ein Versuch mit Adenylséure (Versuch a) und Inosinpyrophosphor- 
siure (Versuch b) im Vergleich mit Adenylpyrophosphorséure wieder- 
gegeben. In weiteren Versuchen wurden mit Inosinpyrophosphorsaéure 
teils eine etwas starkere Kofermentwirkung als in dem wiedergegebenen 
Versuch, teils ein friiheres Abklingen ihrer Wirkung bei der Inaktivierung 
des Extrakts gefunden. Ein Versuch in Tabelle VI, wo verschiedene 
Konzentrationen Adenylpyrophosphorséure und Inosinpyrophosphor- 
siure in einem 4 Stunden lang inaktivierten Froschmuskelextrakt 
untersucht wurden, zeigt, daB ebenso wie bei der Adenylpyrophosphor- 
siure auch mit Inosinpyrophosphorséure bei derselben molaren Kon- 


Tabelle V. 


23. September 1930. Vergleichende Bestimmung der Kofermentwirkung von 
Adenylpyrophosphat und Adenylséure bzw. Inosinpyrophosphat in inakti- 
viertem Froschmuskelextrakt. Versuchsansatz: je 3,0 cem Extraktgemisch 
+ 1,0cem Zusétze. Glykogen 0,25°,; Adenylpyrophosphat, Inosinpyro- 
phosphat und Adenylséure je 3,5.10-4m. Inkubation 60 Minuten. 





Versuch a Versuch b 
mg Milchséure gebildet mit mg Milchsdure gebildet mit 





Extrakt inaktiviert 


' “ Ad 1 - Inosinpyro- 
AGhosphat | Adenylsiure |) ACh vat phosphiat 
2 Std. bei 20° 1,59 1,46 1,48 0,60 
4, » 20 1,89 1,18 1,66 0,61 
G4 3 = ; 1,65 0,62 2,08 | 0,44 
ae << = 1,29 0,11 2,28 0,12 
1 Tag 0 1,63 0 2,06 0,79 
2 Tage 0 1,21 0 1,87 0,76 
3 Tage 0 0,98 0 1,51 0,69 
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Tabelle VI. 


27. September 1930. Vergleichende Bestimmung der Kofermentwirkung 

verschiedener Konzentrationen von Adenylpyrophosphat und Inosinpyro- 

phosphat in einem 4 Stunden lang inaktivierten Extrakt. Versuchsansatz : 

je 3.0 ccm Extraktgemisch + 1,0 ccm Zusitze. Glykogen 0,25 °, ; Inkubation 
40 Minuten bei 20°. 





Konzentration der zugesetzten Adenylpyro- mg Milchs&ure gebildet mit 


osphorsiure bzw. Inosinpyrophos rsiure ¥ : 
phosphors&ure bzw. Inosinpyrophosphorssure Adenylpyrophosphat Inosinpyrophosphat 


0 0 0 
0,6.10~° (0,0083 mg) 0 0 
1,8.107-° (0,01 mg) 0,21 0 
5,4.10-° (0,033 mg) 0,78 0,29 
1,8.107~* (0,1 mg) 1,46 0,50 
54.1074 (0,33 mg) 1,74 0,59 


zentration ein Maximum der Wirksamkeit erreicht wird, das aber um 
etwa zwei Drittel niedriger liegt. Dies beweist, daB die Koferment- 
wirkung der Inosinpyrophosphorséure einen anderen Mechanismus 
besitzt als die der Adenylpyrophosphorséure, und da in der Inosin- 
pyrophosphorséure nicht etwa bei der chemischen Desaminierung 
unverandert gebliebenes Koferment wirksam ist. Auch eine wiederholte 
Behandlung der Inosinpyrophosphorsaéure mit salpetriger Saure (jedes- 
mal 4 Stunden bei Zimmertemperatur) anderte ihre biologische Wirk- 
samkeit nicht. 
Ill. Dialysierter Froschmuskelextrakt. 


Wie in der vorhergehenden Mitteilung von Meyerho/, Lohmann 
und Meyer mitgeteilt ist, wird durch Adsorption und Elution bzw. 
durch Dialyse gereinigtes Muskelferment wohl durch Kochsaft von 
frischer Muskulatur, nicht aber durch Kochsaft von autolysierter 
Muskulatur oder durch Adenylpyrophospherséure allein aktiviert. 
Eine Aktivierung durch Adenylpyrophosphorséure wurde erst erhalten, 
wenn auch noch Kochsaft von autolysierter Muskulatur zugesetzt 
wurde. Im Verlauf der Untersuchung zur Isolierung dieser wirksamen 
Substanz wurde gefunden, daB auch die Asche von Muskulatur nach 
Auflésen in HCl und Neutralisierung im vollen Umfang wirksam 
war ; die Analyse ergab dann als wirksamen Bestandteil das Magnesium. 

Methodik. Als Fermentmaterial diente dialysierter Froschmuskel- 
extrakt. Wahrend es beim Arbeiten mit frischem und inaktiviertem Muskel- 
extrakt zweckmaBig ist, die Muskulatur mit isotonischer KCl-Lésung 
zu extrahieren, um den Gehalt des Extrakts an préformiertem Kohlen- 
hydrat méglichst niedrig zu halten, ist es fiir die Dialyse besser, die 
Muskulatur mit destilliertem Wasser nach staérkerem Gefrieren zu extra- 
hieren, da hierdurch sehr viel wirksamere und bei der Dialyse besténdigere 
Fermentlésungen erhalten werden. Das in destilliertem Wasserextrakt 











460 K. Lohmann: 


in betrachtlichen Mengen vorhandene praéformierte Kohlenhydrat wird 
wahrend der Dialyse, soweit es Glykogen ist, durch das hydrolytische 
Ferment des Muskels so abgebaut, daB es dialysabel wird!. 

Die Dialyse erfolgte in Kollodiumhiilsen, die 9mm weit und 12 cm 
lang waren. Sie faBten 6 bis 7cem Extrakt. Die Hiilsen wurden nach 
Lundsgaard und Holboll hergestellt, indem sie zunéchst in 80 °,igem Alkohol 
und dann in Wasser gehartet wurden. Die Durchlassigkeit der Hiilsen ist 
so groB, daB mit anorganischem Phosphat in wasseriger L6sung nach etwa 
40 Minuten vollsténdiger Ausgleich mit der AuBenfliissigkeit erreicht war. 
Fiir die Versuche wurden sechs Hiilsen mit 40 cem Extrakt auf einem 
Drahtgestell befestigt, das durch einen mechanisch betriebenen Exzenter 
langsam auf und ab bewegt wurde. Die AuBenfliissigkeit betrug 1600 bis 
1700 cem, die nach der halben Dialysezeit erneuert wurde. Als Dialysier- 
fliissigkeit eignet sich fiir Froschmuskelextrakt am besten eine eisgekiihlte, 
0,4- bis 0,6°,ige KCl-Lésung. Alle anderen Fliissigkeiten, destilliertes 
Wasser, 0,9%ige KCl-Lésung, phosphat- und bicarbonathaltige KCIl- 
Lésung, Ringerlésung usw. haben sich nicht so gut bewahrt. 

Als Dialysezeit zur vollstaéndigen Befreiung des Extrakts vom Koferment 
hat Meyer (l. c.) etwa 60 Minuten angegeben, um mit Kochsaft bzw. Ko- 
fermentzusatz eine Milchséurebildung zu erzielen. Bei den vorliegenden 
Versuchen erwies es sich aber als notwendig, wenn mit optimalen Mengen 
Adenylpyrophosphat gearbeitet wurde, rund 2144 bis 3% Stunden zu 
dialysieren. Die dann mit dem kiinstlichen Kofermentsystem reaktivierbare 
Milchséurebildung betrug etwa drei Viertel der des frischen Extrakts. 

Der dialysierte Extrakt wird am besten mit *4/, seines Volumens 
an m/10 Phosphat und !/, vom gesamten Volumen mit 2,6°,igem 
Bicarbonat versetzt. Die Glykogenkonzentration betrug 0,2 bis 0,25°,. 
Fiir die einzelnen Versuchsansétze wurden spéter immer 2,0 ccm Extrakt- 
gemisch verwendet und 0,8 ccm Zusétze. Die EnteiweiBung des Muskel- 
extrakts erfolgte auch hier mit H,S©,-Na-Wolframat, die Entzuckerung 
mit CuSO,-Ca(OH),. 

Die Bestimmung des Mg geschah als P-Bestimmung nach Fallung als 
MgNH,PO,. Hierzu wurde der Extrakt in einer Platinschale verascht, 
die Asche mit HCl aufgenommen, das Ca in schwach essigsaurer Lésung 
als Oxalat gefallt, das Filtrat wieder verascht und aus dem in HCl gelésten 
Riickstand nach Zusatz von Phosphat das Mg in ammoniakalischer Lésung 
iiber Nacht gefaéllt und nach Filtration und sorgfaéltigem Auswaschen 
kolorimetrisch der P-Gehalt ermittelt. Der Gehalt an Ca wurde im Oxalat- 
niederschlag durch Titration mit n/100 KMnO, bestimmt. 


Von der Wiedergabe der Vorversuche soll abgesehen werden. 
In Tabelle VII ist ein Versuch angefiihrt, der die Notwendigkeit des 
Mg neben Adenylpyrophosphat fiir die Reaktivierung von dialysiertem 
Extrakt veranschaulicht. Von derselben Extraktherstellung wurde 
die Milchsdéurebildung im frischen Extrakt ohne und mit Zusatz von 
Glykogen bestimmt (Nr.1 bis 3). Ein Teil des Extrakts wurde 
23/, Stunden dialysiert (Extrakt 1), der andere Teil 3'/, Stunden 
(Extrakt IT). Im ExtraktI wurde mit Mg keine, mit Adenylpyro- 
pho:phat allein 0,25 mg Milchsaéure gebildet, mit Adenylpyrophosphat 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 178, 444, 1926. 
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Tabelle VII. 


24. November 1930. hipcnoenieyegaeegee je 2,0 cem Extraktgemisch + 0,9 eem 

Zusatze. Glykogen 0,25°%; Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap.; MgCl, mit 

0,1 mg Mg; Kochsaft 0,5 cem. Dialyse 2*/, und 3'/, Stunden gegen 0,9 °,ige 
K Cl-Lésung. 





mg Milchsiure pro Versuchsansatz 





oe Std 31), Std 
Nr. Versuchsansatze Extrakt duiatyier (intent ID 
e| z & e 
bo | ge || ba | ee || 5 | ge- 
Min. 5 bildet =5 bildet «5 bildet 
in ntesS Oe 8 Boar el crs eos 0 1,02 
2  Extrakt .. ~~ ces es | eee pee Lee 
3 Extrakt + Gly kogen ». ... . || 12014,12 | 310/009; — | 0,08 
4 Extrakt + Glykogen ap. .... 1 ED 0.34 0,25 013 0,05 
5 Extrakt + Glykogen+ Mg. . . | 120 0,09 0 0,08 0 
6 Extrakt + Glykogen + Ap. + Mg. 120 2,35 2,26 2,02 1,94 
7 Extrakt + Glykogen + Kochsaft . 0 0,58' — 0,57) - 
8 Extrakt + Glykogen + Kochsaft . 120 2,47 1,89 1,96 1,49 
9 Extrakt + Glykogen + Mg-freier 
Kochsaft . . . . : 0 0,56 — | 0,52 
10 Extrakt + Glykogen + Mg- freier 
Kochsaft . . . . 120 0.57 0 0,59 0,07 
11. Extrakt + Glykogen + Mg- freier 
Kochsaft + Ap. .. . | 120 - — | 0,73 0,21 
12. Extrakt + Glykogen + Mg- -freier 
Kochsaft +Mg... . | 220 2,76 2,20) 2,88 | 2,29 
13. Extrakt + Glykogen + Mg-freier 
Kochsaft + Ap. + Mg. | 120 3,27 2,71! 2,96 2,37 


+ Mg 2,26 mg; die Milchséurebildung mit Adenylpyrophosphat allein 
zeigt also, daB der Extrakt nach 2*/, Stunden noch nicht vollstandig 
ausdialysiert gewesen ist. Extrakt I] bildet mit Adenylpyrophosphat 
nur noch 0,05 mg, mit Adenylpyrophosphat + Mg 1,94 mg. Mit Koch- 
saft von frischer Muskulatur werden in Extrakt I 1,89 mg, in Extrakt I 
1,49 mg Milchsaure gebildet, also weniger als mit Adenylpyrophosphat 
+- Mg. Wesentlich sind die Versuche 9 bis 13, wo ein Kochsaft verwendet 
war, aus dem mit NHg der gréBte Teil des Mg als MgNH,PO, gefallt 
war; die Fallung (nach dreistiindigem Stehen) war allerdings nicht 
vollstandig, da 0,5 ccm dieses Kochsafts immer noch 6 y Mg gegeniiber 
40 y in frischem Kochsaft enthielten. Der Versuch zeigt, daB in beiden 
Extrakten der ,,Mg-freie“ Kochsaft unwirksam geworden ist, nach 
Zusatz von 0,1 mg Mg als MgCl, aber stark wirksam ist. In Extrakt IT 
findet man mit Mg-freiem Kochsaft + Adenylpyrophosphat noch 
eine Milchséiurebildung von 0,21 mg, die wohl auf den _ geringen 
Mg-Gehalt des Systems zuriickzufiihren ist. — Uber die Form, in der 
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das Mg im Extrakt vorliegt, kénnen bisher keine Aussagen gemacht 
werden; jedenfalls gelang es niemals, auch bei sehr langer Dialyse 
(20 Stunden), den Extrakt voéllig Mg-frei zu bekommen. 


In der Muskulatur sind pro Gramm Feuchtgewicht etwa 0,2 bis 
0,3 mg Mg vorhanden!, im Extrakt, der nach der Vorschrift von Meyerhof 
hergestellt ist, rund 0,05 bis 0,1 mg pro Kubikzentimeter. Fiir die 
Aktivierung von dialysiertem Extrakt ist es gleichgiiltig, welches 
Mg-Salz zugegeben wird. In Tabelle VIII ist ein Versuch aufgefiihrt, wo 
das Mg als Chlorid, Sulfat und Nitrat, alle als Mercksche Praparate 
pro analysi‘, verwendet wurden. 


Tabelle VIII. 


25. Oktober 1930. Aktivierung von dialysiertem Froschmuskelextrakt mit 

verschiedenen Mg-Salzen. Versuchsansatz: je 2,0 cem dialysierter Extrakt 

+ 0,8 ccm Zusétze. Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap.; MgCl,, MgSO, und 

Mg(NO,), mit je 0,3 mg Mg. Dialysedauer 3'/, Stunden; Inkubationszeit 
120 Minuten. 





mg Milchsiure 
Nr. Versuchsansatze — 





gefunden gebildet 

1 Extrakt + Kochsaft sofort . . Purr ies 0.88 
2 Extrakt + Glykogen + Kochsaft. Nay 4,15 3.27 
3 Extrakt +Glykogen ..........6. 0,15 - 
4 Extrakt + Glykogen + 0,2 mg Ap. sy , 0,34 0,19 
5 Extrakt + Glykogen + 0,3 mg Mg (als Mc Cl.) 7 0,19 0,04 
6 Extrakt -++ Glykogen + 0,2 mg Ap. + 0,3 mg Mg 

 - i rier ge 3,69 3,54 
7 Extrakt + Glykogen + 0,2 mg Ap. + 0,3 mg Mg 

sa ee 3,68 3,53 
8 Extrakt + Glykogen + 0,2 mg Ap. + 0,3 mg Mg 

TE bn ese ee le big le} oe 3,77 3,62 


Die Wirkung des Mg steigt mit der Konzentration. In dem in 
Tabelle LX wiedergegebenen Versuch sind fiir 3cem Extrakt Mg-Kon- 
zentrationen von 0,01 bis 0,5 mg untersucht in einem Gesamtvolumen 
von 3,9 ccm, entsprechend einer Konzentration von 1,1 . 10~‘ bis 
5,5.10-°-m. Der in diesem Versuch verwendete Extrakt war nicht 
besonders gut wirksam (dialysiert gegen 0,9°% KCl + m/100 Phosphat 
pu 7,4); die Reaktivierung durch Adenylpyrophosphat + Mg iibersteigt 
aber auch hier die durch Kochsaft bewirkte. 

Fir die GréBe der Milchséurebildung ist die Konzentration des 


Extrakts an anorganischem Phosphat sehr wesentlich. Wie schon 
von Meyer gefunden war, ist die Anwesenheit von anorganischem 


1 Vgl. Oppenheimer, Handb. d. Biochem. 1, 1924. 
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Tabelle IX. 


8. Oktober 1930. EinfluB8 verschiedener Konzentrationen Mg auf die 

Reaktivierung von dialysiertem Extrakt. Versuchsansatz: je 3,0 ccm 

Extraktgemisch + 0,9cem Zusétze. Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap.; 

Mg als MgCl,; Kochsaft 0.7 eem. Dialysedauer 3 Stunden. Inkubationszeit 
120 Minuten. 





mg Milchséure 


Nr. Versuchsansitze — 

gefunden gebildet 
1 Extrakt + Kochsaft sofort. ....... 0,39 
2 Extrakt + Glykogen + Kochsaft . .... 1,69 1,30 
3 Extrakt + Glykogen+ Ap. ....... 0,10 
4 Extrakt + Glykogen+05mg Mg... . 0,11 - 
5 Extrakt ~ Glykogen + Ap. + 0,01 mg Mg. 0,50 0,40 
6 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,033 mg Mg 1,16 1,06 
7 Extrakt + Glykogen + Ap. +0,l mg Mg . 1,56 1,46 
8 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,5 mg Mg . 1,92 1,82 


Phosphat fiir die Glykogenspaltung notwendig. In den Tabellen X 
und XI sind zwei Versuche wiedergegeben, die das Ansteigen der Milch- 
saurebildung mit zunehmendem Phosphatgehalt zeigen. In dem Versuch 

1 Tabelle X findet sich zwischen einem Phosphatzusatz von 1,14 mg 
und 1,42 mg ein plétzlicher Sprung (0,84 und 2,11 mg Milchsaure- 
bildung), der aber nicht typisch ist. Aus der Zahl der vorliegenden 
Versuche erscheint bei guten Extrakten mit steigendem Phosphatzusatz 
der in Tabelle XI und Abb. & wiedergegebene insofern charakteristisch, 
als eine regelmaBige Zunahme der Milchséurebildung gefunden wird. 


Tabelle X. 


20. Dezember 1930. Abhangigkeit der Milchséurebildung von der Phosphat- 

konzentration in dialysiertem Extrakt. Versuchsansétze: je 2,0 cem Extrakt 

(mit '/, des Volumens an 2,6 %,igem Bicarbonat versetzt) + 0,8 eem Zusatze. 

Zugabe von Phosphat mit pu = 7,4. Extrakt 3% Stunden dialysiert. 

Zusaétze: Glykogen 0,25°%; Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap.; Mg 0,1 mg. 
Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





mg Milcehsdure 


Nr. Versuchsansitze ge- ee- 
funden bildet 
| 
1 || Extrakt + Glykogen. . . eunihighp ee 
2 || Extrakt + Glykogen + Ap. + 14 mg Phosphat-P, O; . .| O21 | 0,07 
3 || Extrakt + Glykogen + Ap. + Mie ; 0,17 | 0,03 
4 || Extrakt + Glykogen + Ap. + Me + 0,07 mg Phosphat- P 2 Os 0,21 , 0,07 
5 || Extrakt + Glykogen + Ap. + Mg + 0,14 mg Phosphat-P,0, 0,30 0,16 
6 | Extrakt + Glykogen + Ap. + Mg + 0,28 mg Phosphat-P. 3 Os 0.33 | 0.19 
7 Extrakt + Glykogen + Ap. + Mg + 0,57 mg Phosphat-P,0, 0,42 | 0,28 
8 Extrakt + Glykogen -- Ap. + Me + 0,85 mg Phosphat-P,0, 0,54 | 0,40 
9 Extrakt + Glykogen + Ap. + Me + 1,14 mg Phosphat-P, » Os 0,98 | 0,84 
10  Extrakt + Glykogen + Ap. + Mg + 1,42 mg Phosphat P, 0, 2,25 | 2,11 
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Tabelle XI. 


23. Dezember 1930. Abhangigkeit der Milchséurebildung von der Phosphat- 
Konzentration in dialysiertem Extrakt. Versuchsansaétze wie in Tabelle X. 























Extrakt 3 Stunden dialysiert. ; 
Zusatz an anorganischem Phosphat I eon? - . ‘ 771912 9 eseiageiagn 
in mg P, Os 10,18 0,36 0,71 1,06 1,42 1,77/ 2,13 2,84 3,55 4,26 4,97 
mg Milchsaure gebildet. . . 0,53.0,89 1,27 1,67'2,02 2,16 2,46 2,76 3,09 3,36 3,63 
¥ 1 is 
s a 
xX ¥ 
~ 
RS 7 + + 4 : 
a 7 Fy F + I 
mg anorgan Phosphat -Psls 


Abb. 3. 
Abhingigkeit der Milchsiurebildung von der anorganischen Phosphatkonzentration in dia- 
lysiertem Froschmuskelextrakt. 
Abszisse: mg P20, an zugesetztem anorganischen Phosphat. 
Ordinate: mg Milchséure gebildet. 
Die Gréfe der Milchsturebildung steigt mit der Konzentration des anorganischen Phosphats. 


Bei gut wirksamen Extrakten ist andererseits die Milch:aurebildung 
mit Adenylpyrophosphat und Mg zumeist nicht praktisch Null, da 
durch Dephosphorylierung eines Teiles der Adenylpyrophosphorsaure 
anorganisches Phosphat frei wird und der Extrakt zumeist nicht 
absolut phosphatfrei zu erhalten ist. 

Die Spaltung der Embdenschen Hexosemonophosphorséure ist ebenfalls 
an die Gegenwart von anorganischem Phosphat gebunden (wenn auch nicht 
in so ausgepragter Weise wie die des Glykogens), dagegen wahrscheinlich 
nicht die Spaltung der MHexosediphosphorséure; auf diese Versuche 
wird in einer folgenden Mitteilung ausfiihrlicher eingegangen. 


Fiir die Frage des Wirkungsmechanismus des Mg bei der Milch- 
siurebildung, die noch nicht gelést ist, ist es wichtig zu wissen, ob die 
Mg-Wirkung spezifisch ist oder ob sie durch andere Metalle ersetzt 
werden kann. Als Ersatzmetalle waren die Elemente der dritten Gruppe 
des periodischen Systems zu untersuchen; einmal die Erdalkalimetalle 
Ca, Sr und Ba und dann die eigentlichen Elemente der Mg-Gruppe, 
also auBer Mg noch Beryllium, Zink und Cadmium. Mit den Erd- 
alkalimetallen und Be konnte keine Aktivierung von dialysiertem 
Extrakt erzielt werden. In inaktivem Extrakt wurde die Milchsaure- 
bildung durch m/1000 Be nur wenig gehemmt, durch m/100 um 28°,; 
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m/1000 Ca hemmte um 23°,, m/333 um 38°,, m 100 um 80°,, m/3330 
Ba hemmte um 11°), m/333 um 26°,. Zink and Cadmium hemmten 
in m/3330 Lésung vollstandig. Die Wirkung des Mg ist also eine spezi- 
fische, die nach den bisherigen Untersuchungen nur diesem Metall 
zukommt. 

Von den Erdalkalimetallen war eingehender das Verhalten des Ca 
zu untersuchen, da es ebenso wie das Mg als lebenswichtiges Element 
in allen Zellen vorkommt. Seine Menge betrigt im Muskel etwa 0,15 
bis 0,2 mg Ca, also etwa !/, bis ?/, der des Mg. Wahrend der gréBte Teil 
des Mg dialysabel ist, ist das Ca aus dem Muskelextrakt durch Dialyse 
gar nicht oder nur in sehr geringem Umfang zu entfernen. Da Zusatz- 
versuche von Ca zu reaktiviertem, dialysiertem Muskelextrakt eine 
ausgesprochen hemmende Wirkung des Ca ergaben, war festzustellen, 
ob zwischen Mg und Ca in bezug auf die Milchsiurebildung eine 
antagonistische Wirkung besteht. Zu diesem Versuch wurde ein 
3 Stunden lang inaktivierter Extrakt verwendet, der mit steigenden 
Mengen Mg und Ca versetzt wurde. Wie aus der Tabelle XII hervor- 
geht, kann der Versuch nicht im Sinne einer antagonistischen Wirkung 
zwischen Mg und Ca gedeutet werden, da die Zugabe von 0,1 mg Ca 
unabhangig von der Menge des zugesetzten Mg die Milchséurebildung 
um etwa denselben Betrag senkt, nimlich um ein Drittel. Immerhin 
legt das Verhalten des Ca den Gedanken nahe, ob nicht die positive 
Wirkung des Mg in dialysierten Extrakten in einer Aufhebung der 
hemmenden Wirkung des Ca bestehen kénnte. ' Eine Entscheidung 
dieser Frage ist zurzeit nicht méglich. 

Zur Untersuchung des Einflusses der Alkalichloride auf die Milch- 
siurebildung wurde Froschmuskelextrakt gegen destilliertes Wasser 
dialysiert und zu dem mit Adenylpyrophosphat, Phosphat und Bi- 
carbonat (alle als Na-Salze), sowie MgCl, versetzten Extrakt so viel 
KCl bzw. NaCl zugegeben, daB die Lésungen 0,9 bzw. 0,7°,-ig, also 


isotonisch waren. Bei der Dialyse gegen destilliertes Wasser flockt der 


Extrakt leicht aus und ist dann unwirksam geworden. Von zwei ge- 
lungenen Versuchen, die dasselbe Resultat ergaben, ist einer in Ta- 
belle XIII wiedergegeben, aus dem hervorgeht, daB der Salzzusatz 
sowohl als KCl wie als NaCl die Milchséiurebildung herabsetzt. Der 
Extrakt war in diesem Versuch nicht vollstandig ausdialysiert, da mit 
0,3 mg Ap. allein noch 0,25 mg Milchsdéure gebildet wurden (gegeniiber 
2,68 mg mit 0,3 mg Ap. + 0,1 mg Mg). In Gegenwart von 0,9°, KCl 
wurden nur 1,83 mg, von 0,7°,, NaCl 1,95 mg Milchsaéure gebildet. 
Der 3 Stunden lang gegen destilliertes Wasser dialysierte Extrakt 
enthielt immer noch K, sodaB bisher die Entscheidung, ob Kalium 
fiir die Milchséurebildung notwendig ist, nicht getroffen werden kann. 
Es erscheint auch von vornherein als unwahrscheinlich, daB isoelektri- 





466 


18. Dezember 1930. 


K. Lohmann: 


Tabelle XII. 


Extrakt durch steigende Mengen von Mg und Ca. 


2,0 com Extrakvgemisch + 0,8 cem Zusiatze. 


o 





Abhangigkeit der Milchséurebildung in inaktiviertem 
Versuchsansatz : 


Glykogen 0,2 °% ; Adenylpyro- 


je 





phosphat 0,2 mg Ap. Inkubation 120 Minuten bei 20°. Extraktgemisch 
3 Stunden bei 20° inaktiviert. 
Milchsdure 

Nr. Versuchsansiitze meg —on me ge- | 09 ge- 

fanden bildet | bildet 
1 || Extrakt .. : 0,47 - - 
2 = Extrakt + Glykogen : Rats 0,48 0,01 — 
3 Extrakt + Glykogen + Ap. . ' 1,62 1,14 - 
4 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,1 mg Ca 117 | 0,69 60 
5 | Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,2 mg Ca 1,10 | 0,62 54 
6 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,4 mg Ca 0,81 | 0.33 29 
7 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,8 mgCa . 0,63 O15 13 
8  Extrakt + Glykogen + Ap. +0,2mgMge.. . 1,87 1,39 -- 
9 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0, O) mg Mg + 0,1 mg Ca aj 1,55 | 1,07 | 72 
10 | Extrakt + Glykogen + Ap. + 02 mg Mg + 0.2meC a || 1,42 0,94 68 
11 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,2mg Mg +0,4mgCa! 1,33 0,85 61 
12 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,2 9 mgMg+0,8mgCa_) 1,18 | 0,70 50 
13 Extrakt + Glykogen+ Ap.+04mgMg......) 201) 153 — 
14. Extrakt + Glykogen + Ap. 4 04mgMg+0,lmgCa 148 1,00 65 
15 | Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,4mgMg+0,2mgCa | 1,44 0,96 63 
16 Extrakt + Glykogen + Ap. + 0, ‘4 mgMg+04mgCa_ 1,34 = 0,86 56 
17 Extrakt + Glykogen + Ap. -+ 04mg Mg+0,8mgCa | 1,28 0,80 52 
18 Extrakt + Glykogen+ Ap.+0,8mgMg... . 1,95 | 1,57; — 
19 | Extrakt + Glykogen + Ap. + 0,8 mg Mg + 0,1 mg Ca a} 1,50; 1,02 | 64 
20 | Extrakt + Glykogen + Ap. + 0.8 mg Mg + 0,.2mgCa | 1,47 | 0,99 63 
21 | Extrakt + Glykogen + Ap. + 08mg Mg+0,4mgCa) 1,44 0,96 61 
22. Extrakt + Glykogen + Ap.+0,gmgMg+0,8mgCa) 1,13 0,65 42 


Tabelle XIII. 


15. Januar 1931. Abhangigkeit der Milchséurebildung vom KCl- und 

NaCl-Zusatz in einem 3 Stunden lang gegen destilliertes Wasser dialysierten 

Extrakt. Versuchsansatz: je 2,0 cem Extraktgemisch + 0,8ccm Zusétze. 

Glykogen 0,2 °%; Adenylpyrophosphat 0,3 mg Ap.; MgCl, 0,1 mg Mg. 
Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





mg Milchs&ure 





Nr. Versuchsansitze 
gefunden | gebildet 
1 || Extrakt +Glykogen. . . . ee 
2 Extrakt + Glykogen + Ap... 0,32 | 0,25 
3  Extrakt + Glykogen + Ap.+ Mg. . 2,75 | 2,68 
4, Extrakt + Glykogen + Ap. + Mg + KCL (0, 9° 1,90 1,83 
5 | Extrakt + Glykogen + Ap. + Nac i es ie 0,25 0,18 
6 | Extrakt + Glykogen + Ap. + Mg + NaCl (0,7%) 2,03 1,95 
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sches EiweiB als Traiger des milchséiurebildenden Ferments dienen kann. 
Immerhin ist bemerkenswert, daB der an Alkalisalzen, insbesondere K, 
sehr verarmte Extrakt eine héhere Milchséiurebildung zeigte als in 
isotonischer Salzlésung. 


IV. Kaninchenmuskelextraki. 

Der Kaninchenmuskelextrakt wurde hergestellt, indem die gekiihlte 
Muskulatur eines frisch geschlachteten Kaninchens durch die Fleisch- 
maschine getrieben wurde. Zur Extraktion wurden zwei Teile Muskelbrei 
mit drei Teilen 0,9°,iger KCl-Lésung bei 1° verriihrt, dann zentrifugiert 
und die Flissigkeit durch Gaze koliert. Fir die Inaktivierungsversuche 
wird der Extrakt zweckmaéBig in etwas weiteren Hiilsen (17 mm Durch- 
messer) 4 bis 1 Stunde gegen 0,9°, KCl dialysiert, um ihn von dem gréSten 
Teil der vorgebildeten Milchséure zu befreien. Die Wirksamkeit des Extrakts 
wird dadurch nicht beeinfluBt, besonders, wenn noch etwas Mg zugesetzt 
wird (0,05 mg Mg als MgCl, pro Kubikzentimeter). 

Schon Meyerhof hat gefunden, da Kaninchenmuskelextrakt 
beim Stehen sehr viel langer wirksam bleibt als Froschmuskelextrakt. 
Noch nach achtstiindigem Stehen bei 20° ist der Extrakt nicht vdllig 
unwirksam geworden. Tabelle XIV gibt einen derartigen Versuch 
wieder, wo als Koferment Adenylpyrophosphat und Adenylséure (auf 
Nucleotid bezogen in doppelter Konzentration als das Adenylpyro- 
phosphat) verwendet war und wo mit Adenylsaéure erst nach acht- 
stiindigem Stehen ein leichter Abfall der Wirksamkeit feststellbar ist. 
Dieser Abfall tritt aber auch nicht regelmaBig auf,/da in anderen Ver- 
suchen die Adenylsiure nach dieser Zeit noch vollig unverandert 
wirksam war. Noch deutlicher tritt die groBe Bestandigkeit von 
Kaninchenmuskelextrakt gegeniiber Inaktivierung durch Autolyse in 
einem Versuch hervor, wo der Extrakt 10 Tage bei 0° gehalten war. 
Erst nach siebentégigem Stehen war das spontane Spaltungsvermégen 
von zugesetztem Glykogen Null geworden, wahrend auch nach zehn- 
tagigem Stehen sowohl mit Adenylpyrophosphat wie mit Adenylsaure 


Tadelle XIV. 
8. April 1931. Inaktivierung von Kaninchenmuskelextrakt durch Stehen 
bei 20°. Versuchsansétze: je 2,0 cem Extraktgemisch + 0,8 ccm Zusatze. 
Glykogen 0,2 % ; Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap.; Adenylsaéure 0,2 mg P, Os. 
Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





mg Milchsiure; Zubildung gegentiber 
inkubiertem Extrakt ohne Glykogenzusatz 


es sae ecetnonel frischer 25td- | 4Std. 6Std. 8 Std. 
Ext < . inak- inak- inak-  inak- 
sxtrakt tiviert tiviert tiviert _ tiviert 
1 | Extrakt+Glykogen....... .| 4,34 > 219 1,87 | 1,28 0,65 
2\| Extrakt+Glykogen+Ap...... 4,23 4,00 4,07 4,14 | 3,87 
3 | Extrakt + Glykogen + Adenylsaure 415 3,95 | 4,02 | 2,68 
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praktisch die volle Wirksamkeit wieder entfaltet werden konnte. Ge- 
ringer, aber ebenfalls sehr anhaltend ist die Wirksamkeit der Inosin- 
pyrophosphorsaure (Tabelle XV). Durch Inaktivierung bei 38° vermag 
Kaninchenmuskelextrakt nach spaétestens 4 Stunden zugesetztes 
Glykogen nicht mehr zu spalten. Bei dieser Temperatur wird aber 
das Ferment nicht unbetriichtlich geschadigt, da nach dieser Zeit das 
Milchsaurebildungsvermégen mit Adenylpyrophosphat nur zu etwa 
50°, mit Adenylséure nur zu 40°, mit Inosinpyrophosphat zu 30°, 
reaktiviert werden konnte. 
Tabelle XV. 
10. April 1931. Inaktivierung von Kaninchenmuskelextrakt durch Stehen 
bei 0°. Versuchsansétze: je 2,0 cem Extraktgemisch + 0,8 cem Zusitze. 
Glykogen 0,2°,; Adenylpyrophosphat und Inosinpyrophosphat je 0,2 mg 
Ap.; Adenylséure 0,2 mg P,O;. Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





mg Milchsiure; Zubildung gegeniiber 
inkubiertem Extrakt ohne Glykogenzusatz 


Nr. Versuchsansitze 17 Std. 86 Std. 140 Std. 184 Std. 232 Std. 
bei 0° bei 0° bei 0° bei 0° ~=bei 0° 
inak- inak- inak- inak- inak- 


tiviert tiviert | tiviert tiviert  tiviert 


Extrakt-+ Glykogen ........ 41,95 1,65 0389 O 0 
Extrakt + Glykogen + Ap. . . .| 368 388 | 3,86 > 3,80 3,87 
Extrakt + Glykogen + Adenylsiure .| 8,77 | 4,01 | 3,95 | 356 | 3,67 
Extrakt + Glykogen + } analogs 

phosphat . . . . |) 2,67 | 2,99 | 1,95 | 2,16 


one 


Auch durch Dialyse ist der Kaninchenmuskelextrakt nur sehr 
schwer kofermentfrei zu erhalten. Zwar betrigt die spontane Milch- 
siurebildung aus zugesetztem Glykogen nach dreistiindiger Dialyse 
nur 0,13 mg gegeniiber 3,85mg nach vollstandiger Reaktivierung, 
doch geniigt nach dieser Dialysezeit schon allein der Zusatz von 0,1 mg 
Mg auf 2,8 ccm Extraktansatz, um die Milchsaéurebildung von 0,13 mg 
auf 2,28 mg zu erhéhen; bei alleinigem Zusatz von Adenylpyrophosphat 
auf 3,32 mg. Dies ist ein Zeichen, daB bei der dreistiindigen Dialyse 
nur eine unterschwellige Konzentration des Kofermentkomplexes 
erreicht ist. Auch nach finfstiindiger Dialyse ist der Extrakt noch 
nicht als kofermentfrei anzusprechen; die spontane Milchséurebildung 
ist zwar Null, aber mit Mg allein werden noch 1,17 mg, mit Adenyl- 
pyrophosphat 2,55 mg, mit dem vereinigten System 3,9] mg gebildet. 
Aus dem Versuch in Tabelle XVI ist weiter zu ersehen, daB die Wirksam- 
keit der Adenylséure weniger ausgepragt ist, da nach fiinfstiindiger 
Dialyse mit Adenylsdure allein nur 0,89 mg Milchséure gegeniiber 
2,55 mg bei Adenylpyrophosphat gebildet werden. Nach der Erganzung 
mit 0,1 mg Mg sind beide Substanzen aber praktisch gleich wirksam 
(3,91 mg bzw. 3,80 mg). 
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Tabelle X V1. 
9. April 1931. EinfluB von Adenylpyrophosphat, Adenylséure und Mg auf 
die Milchséurebildung in einem 3, 4 und 5 Stunden lang dialysierten Kanin- 
chenmuskelextrakt. Versuchsansatz: je 2,0 cem Extraktgemisch + 0,8 cem 
Zusatze. Glykogen 0,2°,; Adenylpyrophosphat 0,2 mg Ap.; Adenylséure 
0,2mg P,0O;; Mg 0,1 ma als MgCl,. Inkubation 120 Minuten bei 20°. 





3 Std. dialysiert 4 Std. dialysiert 5 Std. dialysiert 


Veroncheanstize mg Milehsaure mg Mile hsdure I mg Milchs&ure 


ge- ge- ge ge- ge- 
funden | bildet funden bildet funden _ bildet 


Extrakt . . Bra ese ; 0,25 - 0,19 0,14 
Extrakt + Gly kogen me ex 0,38 | 0138 O10 0O 0,09 | 0 
Extrakt + Glykogen + Mg . 2,28 | 2,03 1,91 | 1,72 | 1,81 | 1,17 
Extrakt + Glykogen + Ap. . . 3,57 | 3,32 296 | 2,77 || 2,69 | 2,55 
Extrakt + Glykogen + Ap. + Meg . 4,10 | 385 410 391 405 3,91 


Extrakt + Glykogen + Adenylsaure 3,72 | 3,47 1,98 1,79 |) 1,03 | 0,89 
Extrakt + G lykogen + Adenylsaure 
+Mg .. . 427 | 4,02 424 4,05) 394, 3,80 


Erst bei sehr viel langere Zeit fortgesetzter Dialyse gelingt es, 
den Kaninchenmuskelextrakt so weit kofermentfrei zu machen, daB 
mit Mg allein keine Milchsiurebildung mehr stattfindet, wahrend sie 
= Adeny!pyrophosphat allein immer noch zu beobachten ist (mit 

2mg Ap. 0,63 mg Mi‘chsdure), aber nicht mit Adenylsdure. Durch 
p sr von 0,1 mg Mg wird die Wirksamkeit in beiden Fallen erhdht, 
auf 2,07 bzw. 1,98 mg Milchséure. In Tabelle XVII ist ein Versuch mit 
einem 14 Stunden lang dialysierten Extrakt wiedergegeben, wo auch 


Tabelle XVII. 
11. April 1931. Einflu8 von Adenylpyrophosphat, Adenylséure und Mg 
auf die Milchséurebildung in einem 14 Stunden lang dialysierten Kaninchen- 
muskelextrakt. Versuchsansatz: je 2,0cem Extraktgemisch + 0,8 cem 
Zusaétze. Glykogen 0,2°,; Mg 0,1 mg als MgCl,. Inkubation 120 Minuten 
bei 20°. 





mg Mile hsiure 


Nr. Versuchsansitze 
getenden ge shildet 
1 | Extrakt + Glykogen . oe 0,08 
2 | Extrakt + Glykogen + Mg. . 0,08 0 
3 | Extrakt + Glykogen+0,.2mgAp.. . er: + 0,71 0,63 
4 KExtrakt + Glykogen + Mg + 0,01 mg Ap. ' 0,20 0,12 
5 | Extrakt + Glykogen + Mg + 0,02 mg Ap. 0,31 0,23 
6 | Extrakt + Glykogen + Mg + 0,04mg Ap. . 0,71 0,63 
7 Extrakt + Glykogen+ Mg+0,08mgAp. .... . 1,40 1,32 
8 | Extrakt + Glykogen + Mg + 0,20 mg Ap. . |! 2.15 2.07 
9 | Extrakt + Glykogen + Mg + 040mg Ap. . 2,42 2,34 
10 | Extrakt + Glykogen + 0,2 mg Adenylsaure . 0,16 0,08 
11 | Extrakt + Glykogen + Mg + 0.2 mg Adenylsaure . 2,06 1,98 
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der Einflu8 verschiedener Konzentrationen Adenylpyrophosphat neben 
0,1 mg Mg untersucht wurde. Die Mg-Analyse ergab in diesem Extrakt 
und in anderen, die bis zu 20 Stunden dialysiert waren, immer noch 
einen Mg-Gehalt von 1 bis 4 y pro Kubikzentimeter. 


V. Apozymase. 


In der Einleitung ist betont worden, daB nach den Untersuchungen 
von Meyerhof die Kochsifte aus Muskulatur und aus Hefe sich gegen- 
seitig als Kofermente der Milchséurebildung und der alkoholischen 
Garung ersetzen kénnen. Es war nun festzustellen, ob auch fiir die 
Garung der Hefe die Anwesenheit von Mg notwendig ist. Die folgenden 
Versuche miissen unbedingt in diesem Sinne gedeutet werden, wenn es 
auch im Falle unserer Trockenhefe ebenso wie beim Kaninchenmuskel- 
extrakt nur schwer gelingt, ein vollkommen kofermentfreies Hefe- 
praparat (im strengsten Sinne der Definition) herzustellen. Da sich 
Trockenhefen aus Heidelberger und Mannheimer Bierhefen fiir die Her- 
stellung der Apozymase nicht eigneten, bin ich Herrn Professor C. Newberg 
fiir die Uberlassung von gut wirksamen Trockenhefen (Schultheiss- 
Patzenhofer) zu groBem Dank verpflichtet. Die Wirksamkeit der aus 
dieser Hefe hergestellten Apozymasepriparate nahm mit der Zeit 
stark ab, so daB es auch hier nicht méglich war, mit einem 
ACo-Wert (Euler und Myrbdck) zu arbeiten. Als Apozymasepriiparate 
wurden dialysierter Hefemazerationssaft und ausgewaschene Trocken- 
hefe verwendet. 


Die Dialyse des Hefemazerationssaftes erfolgte ebenfalls in den 
oben heschriebenen kleinen Dialysierhiilsen; als Dialysefliissigkeit 
wurde m/10 Phosphatlésung vom px 6,8 verwendet. Fiir jeden Versuch 
wurden 0,5cem Mazerationssaft + 0,6ccm Zusaétze verwendet. Die 
Messung der Garung erfolgte in Warburgschen KegelgefiBen mit einer 
GefaBkonstanten von i,2 bis 1,4, in die aus dem angeschmolzenen 
Ansatz Glucose, Koferment, Hexosediphosphat nach dem Temperatur- 
ausgleich eingekippt wurden. Die Temperatur betrug 28°. Der Gas- 
raum enthielt Stickstoff mit 5%, CO,. Als Substrat wurde 0,1 cem 
10°,ige Glucose verwendet. Der Gesamtumsatz der raschen Periode 
betragt 1300 bis 1500cmm CQ,. 


Als Kofermentpraparat diente in der Mehrzahl der Fille die Adenyl- 
pyrophosphorséure aus Muskulatur, daneben eine ahnliche Verbindung, 
die aus Hefe isoliert war, sowie ein nach Euler teilweise ge- 
reinigtes Cozymasepriparat. Bei der Trocknung der Hefe und bei 
der Mazeration wird das leicht hydrolysierbare Phosphat (das aber 
nicht ausschlieBlich an ein Nucleotid gebunden zu sein scheint) voll- 
standig zu anorganischem Phosphat aufgespalten. Im Hefemazerations- 
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saft und in der Trockenhefe ist als Koferment also nicht diese Pyro- 
phosphatfraktion wirksam, sondern entweder Abbauprodukte derselben 
oder eine andere, als Koferment wirkende Substanz. Es war nun zunachst 
zu untersuchen, ob die Adenylpyrophosphorséure, ahnlich wie die 
Hexosediphosphorsaure (Meyerhof) die Induktionsperiode des frischen 
Hefemazerationssaftes aufzuheben bzw. abzukiirzen vermag. In Ta- 
belle XVIIT ist ein derartiger Versuch abgekiirzt wiedergegeben, wo 
zu mit Glucose versetztem Mazerationssaft Adenylpyrophosphorsiure, 
Mg, Adenylsaure, Inosinpyrophosphorsiure, Hexosediphosphorsdure 
bzw. in Kombination zugegeben wurde. In der letzten Reihe sind die 
Minuten angegeben, nach denen 10%, des Gesamtumsatzes erreicht 
sind und die willkiirlich als MaB der Induktionsperiode angesetzt sind. 
Danach sind 10°, des Gesamtumsatzes mit Glucose allein nach 
100 Minuten erreicht, mit 0,1 mg Ap. nach 45 Minuten, mit 0,1 mg 
Hexosediphosphathexose ebenfalls nach 45 Minuten, mit den beiden 
Reagenzien zusammen nach 35 Minuten; Zusatz von Mg zu Adenyl- 
pyrophosphat verkiirzt von 45 Minuten auf 40 Minuten. Sehr wenig 
wirksam ist Adenylsaure (90 Minuten), etwas starker Inosinpyrophosphat 
(65 Minuten). 
Tabelle XVIII. 
29. November 1930.  EjinfluB von Adenylpyrophosphat, Adenylséure, 
Inosinpyrophosphorséure, Hexosediphosphorséure, ;Mg bzw. kombiniert 
auf die Induktionszeit von frischem Hefemazerationssaft. Versuchsansatz: 
je 0,5cem frischer Hefemazerationssaft + 0,6cem Zusiétze. Zu allen 
Ansaétzen 10mg Glucose. Angaben in cmm CQ,. 











3 


2 4 ) 6 7 . 
0.1 mg 0,13 mg 
01mg | gyme | Mmosin- Hexose 9,1 On a 
=r ohne Olmg 0,1 mg Ap. “whew | pyro- als thes cota 
Zusiitze Zusatz Ap. Mg + 0,1 mg Ace nyl- phos- | Hexose- He astm als 
| Mg siiure phor- diphos- Hexosedi- 
siure phat phosphat 
30 Min. 5 48 3 58 11 33 56 79 
CO 11 124 11 165 19 B3 130 255 
. « 23 463 32 710 36 133 504 868 
os 7 1037 161 1130 130 | 1120 762 1142 
a. 350 1290 891 1220 757 1250 900 1300 
300.—C«, 1375 1405 1360 1500 1380 1450 1264 1480 
10% des 
Gesamt- 
umsatzes ,;190 Min. 45 Min. 85 Min. 40 Min. 90 Min. 65 Min. 45 Min. 35 Min. 
erreicht | 
nach 
Fir die Dialyseversuche wurden 6 ccm Mazerationssaft gegen 


1600 bis 1700 cem m/10 Phosphatlésung vom px 6,8 (Sdérensen) dialysiert. 
Nach zwei- bis dreistiindiger Dialyse hat in dem unten wiedergegebenen 
Versuch mit Hexosediphosphat, Adenylpyrophosphat oder Mg allein 
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auch nach 210 Minuten keine Garung eingesetzt, wahrend mit 0,13 mg 
Hexosediphosphat-Hexose + 0,1 mg Ap. + 0,1 mg Mg 10% des Gesamt- 
umsatzes nach 40 Minuten erreicht und die Garung nach 110 Minuten 
praktisch beendigt war. Nach 210 Minuten ergaben die einzelnen 
Ansatze folgende Ausschlage : 


1. mit Adenylpyrophosphat. .......... 6emm CO, 
a gene eee ee ee ee es a Se 6 , CO, 
3. ,, Adenylpyrophosphat + Mg ....... 12 , CO, 
4. ,, Hexosediphosphat . Ra once Gable Carre . » CoO, 
5. ,, Hexosediphosphat + Adenylpyrophosphat . 7 » CO, 
6. ,, Hexosediphosphat + Mg ......... SF x SOy 
7. ,, Hexosediphosphat + Adenylpyrophosphat 

Se a Sista ts eos «5 A. SOO 


Im Gegensatz zum nichtdialysierten Mazerationssaft und zu aus- 
gewaschener Trockenhefe vermochten beim dialysierten Saft Adeny]- 
pyrophosphat + Mg allein niemals die Gaérung auszulésen; es bedurfte 
hierzu stets noch des Zusatzes von Hexosediphosphat. 


Trockenhefe. 


Das Ergebnis, da ohne Magnesium keine alkoholische Garung 
stattfindet, wurde durchweg auch bei ausgewaschener Trockenhefe 
gefunden; nur war mit Trockenhefe in der Mehrzahl der angestellten 
Versuche auch ohne Zusatz von Hexosediphosphat mit gréBeren Mengen 
von Adenylpyrophosphat -+ Mg schon eine Garung zu erzielen. Aber 
,auch hier ubt Zusatz von Hexosediphospkat einen wesentlichen EinfluB 
‘aus, indem es die Induktionsperiode verkiirzt. Das Auswaschen der 
Hefe geschah in der Weise, daB 1 g Trockenhefe zwei- bis viermal mit 
je 50 cem Flissigkeit auf der Zentrifuge gewaschen wurde. Nach dem 
letzten Abzentrifugieren wurde die Hefe in 8 ccm m/10 Phosphatpuffer 
vom px 6,4 suspendiert und pro Versuchsansatz 0,5 ccm der Suspension 
‘+ 0,6cem Zusatze verwendet. 

Ein Versuch mit einer Trockenhefe, die dreimal mit je der 50fachen 
Menge destillierten Wassers ausgewaschen war, ergab mit Hexose- 
diphosphat allein keine Garung, dagegen mit Hexosediphosphat 
+ Adenylpyrophosphat. Da auf Grund der Mg-Analysen aus der 
Trockenhefe beim dreimaligen Waschen mit je der 50fachen Menge 
destillierten Wassers kaum die Halfte des Mg entfernt war (nach neun- 
maligem Waschen nur rund zwei Drittel), wurde in den folgenden 
Versuchen die Trockenhefe mit sauren Lésungsmitteln ausgewaschen, 
von denen sich am besten eine m/10 KH,PO,-Lésung (px 4,6) eignete. 
Der Mg-Gehalt betragt pro Garansatz (50 mg Trockenhefe) etwa 60 bis 
90 y Mg, nach dem Auswaschen mit m/10 KH,PO, 2 bis 6 y Mg. Durch 
Zugabe von m/2 Na,HPO,-Lésung wurde die Reaktion der Gir- 
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fliissigkeit auf ein py von 6,4 gebracht. Als Substrat wurde wieder 
0,l ccm 10° ige Glucose verwendet. 

Ein Versuch dieser Art mit Trockenhefe, die zwei- bzw. dreimal mit 
je der 50fachen Menge m/10 KH,PO,-Lésung ausgewaschen war, ist 
in Tabelle XIX verkiirzt wiedergegeben. Nach insgesamt sechsst iindiger 
Garzeit waren nur die Ansétze mit Hexosediphosphat + Adenylpyro- 
phosphat + Mg reaktiviert. Aus der Spalte 5 ist ferner ersichtlich, daB 
Adenylsaure nicht in demselben MaBe wie Adenylpyrophosphat als 
Koferment wirkt. Auch in anderen Versuchen vermochte Adenylsaure 
die Garung von mit KH,PO,-Lésung ausgewaschener Trockenhefe 
nicht in Gang zu bringen. Eine solche Aktivierung mit Adenylséure 
wurde aber oft erhalten, wenn der Zusatz an Hexosediphosphat auf das 
Mehrfache erhéht wurde. 

Tabelle XIX. 
Einflu8 von Hexosediphosphat, Adenylpyrophosphat, Adenylséure, Mg 
auf die Glucosevergérung von Trockenhefe, die zwei- (Nr. a) bzw. dreimal 
(Nr. b) mit je der 50fachen Menge m/10 KH,PO,-Lésung ausgewaschen 
war. Je 0,5cem Hefesuspension (mit urspriinglich 50 mg Trockenhefe) 
0,6ccem Zusaétze. pu der Garfliissigkeit 6,4. Zusiétze: Glucose 0,1 cem 
10° ,iger Lésung (zu allen Ansé&étzen); Adenylpyrophosphat 0,1 cem mit 
0,l mg Ap.; Adenylséure 0,1 cem mit 0,1 mg P,O;; MgCl, 0,1 cem mit 
0,1 mg Mg. Hexosediphosphat 0,1 cem mit 0,13 mg Hexose; Angaben in 
emm CQsg. 





1 2 3 4 1 5 
' Hexose- 
7 Hexose- Hexose- Hexose- : 

Nr. Zusitze diphoophat diphosphat diphosphat diphoephat a 
| + Ap. + Mg +Ap. + Mg snure 4 Mg 

4 50 Min. : 6 6 62 5 

85 , 9 7 9 328 12 

100 , 11 8 i1 580 16 

160 , 12 12 18 900 22 

200 , 21 17 24 1050 32 

360 , 24 20 32 1540 56 

b 50 , 10 10 10 45 12 

85 , 14 21 18 150 13 

100 , 15 23 21 235 17 

160 , 19 32 27 545 19 

200 , 24 35 30 890 23 

360 , 32 51 32 1570 32 


Bei gleichem Zusatz von Hexosediphosphat macht sich die Zugabe 
steigender Konzentrationen von Adenylpyrophosphat hauptséchlich 
in der Weise geltend, daB die Induktionsperiode verkiirzt wird; der 
Gesamtumsatz war bei der von mir verwendeten Hefe gleich. Ein 
solcher Versuch ist in Tabelle XX wiedergegeben. Danach erwies 
sich 0,01 mg Ap. als unwirksam, 0,02 mg als voll wirksam; ein 10° ,iger 


81* 
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Tabelle XX. 
7. November 1930. EinfluB verschiedener Konzentrationen Adenylpyro- 
phosphat auf die Glucosevergérung ausgewaschener Trockenhefe (dreimal 
mit m/10 KH,PO, gewaschen) in Gegenwart von Hexosediphosphat + Mg. 
Zu allen Ansétzen 10mg Glucose + 0,1 mg Mg + 0,13 mg Hexosedi- 
phosphat-Hexose. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
zaatze {| — | +4mE| +2mE | room rome | osImE +42mE | +oAme 
30 Min. 0 0 1 4 7 19 32 39 
oe = 2 3 9 34 42 61 88 116 
— « 2 + 30 93 115 158 209 253 
>  -—_ 5 7 93 | 226 269 348 401 432 
150 , 6 8 215 439 490 586 616 621 
180 , _ - 415 685 741 848 841 805 
7 oa 10 11 1290 1290 1310 1400 1500 1350 
10% des 
Gesamt- | 
umsatzes ‘oo oo 130 Min. 100 Min. 92 Min. 85 Min. 75 Min. 65 Min. 
erreicht 
nach 





Umsatz war hier nach etwa 130 Minuten erreicht, bei der 20fachen 
Menge Adenylpyrophosphat nach 65 Minuten. Die Geschwindigkeit 
der spateren Garung war in allen Fallen praktisch gleich (vgl. Abb. 4). 

Bei der ausgewaschenen Trockenhefe gelingt es auch 6fter, mit 
Adenylpyrophosphat + Mg ohne Zusatz von Hexosediphosphat eine 
Garung zu erzielen, die mit Hexosediphosphat bzw. Adenylpyro- 
phosphat bzw. Mg allein nicht einsetzte. Gegeniiber den Versuchen 
mit gleichzeitigem Hexosediphosphatzusatz war dann die Induktions- 
periode verlangert. In einem Versuch mit einem viermal mit m 10 
KH,PO, ausgewaschenen Hefepraparat war z. B. mit Adenylpyro- 


_phosphat + Mg ein 10° ,iger Umsatz nach 95 Minuten erreicht, zu- 


sammen mit 0,5 mg Hexose als Hexosediphosphat nach 50 Minuten, 
mit 1,3 mg Hexosediphosphat-Hexose nach etwa 30 Minuten. 

In den Versuchen mit Zusatz von gréBeren Mengen Hexosedi- 
phosphat wurde gefunden, daB die Hefepraparate noch nicht als ko- 
fermentfrei anzusprechen waren, sondern daB durch das Auswaschen 
nur eine unterschwellige Konzentration der einzelnen Bestandteile 
erreicht war. Wahrend mit Hexosediphosphatzusatz allein (mit 0,5 und 
1,3 mg Hexose) keine Garung eintrat (das Ferment im bisher tiblichen 
Sinne also als kofermentfrei anzusprechen ware) setzte zusammen mit 
Mg bzw. Adenylpyrophosphat allein eine Garung ein. Dies wurde auch 
bei Hefepriparaten beobachtet, die sehr intensiv, z. B. zweimal mit 
destilliertem Wasser und dann noch dreimal mit m/10 KH, PO,-Losung 
(jedesmal mit der 50fachen Menge Fliissigkeit) ausgewaschen waren. 
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Mit gleichzeitigem Zusatz von Adenylpyrophosphat + Mg war 
sowohl die Induktionsperiode verkiirzt, wie auch die Geschwindigkeit 
der Garung erhéht. 

Diese vorlaufigen Versuche, insbesondere die mit Hefemazerations- 
saft, wo der geschilderte Einflu8 der Hexosediphosphorsaéure nicht 
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Abb. 4. 
EinfluB verschiedener Konzentrationen Adenylpyrophosphat auf die Glucosevergiirung aus- 
gewaschener Trockenhefe in Gegenwart von Hexosediphosphat und Magnesium. 
Abszisse: Zeit in Minuten (Temperatur 28°). Ordinate: emm CO, entwickelt 
Kurve 1 ohne Zusatz 
Kurve 2 mit 0,01 mg leicht hydrolysierbarem Adenylpyrophosphat-P.P, 
Kurve 3 mit 002mg ., 
Kurve 4 mit 004mg , 
Kurve 5 mit 008mg . 
Kurve 6 mit 012mg , * 
Kurve 7 mit 0,.20mg)  , . e 
In diesem Versuch blieb ein Zusatz von 0,01 mg Ap. unwirksam; die héheren Zusiitze von Ade- 
nylpyrophosphat (0,02 bis 0,20 mg) unterscheiden sich nur in der Angi&rungszeit, wihrend die 
spaitere Gargeschwindigkeit selbst praktisch gleich ist. 


' 


beobachtet wurde, zeigen jedenfalls, daB die alkoholische Garung der 
Hefe durch dasselbe Kofermentsystem ausgelést werden kann wie die 
Milchséurebildung. Eine Identitaét der beiden Kofermente ist damit 
aber nicht erwiesen. 

Weitere Versuche wurden mit Kofermentpraparaten angesteilt, die 
aus frischer Bier- sowie Backerhefe hergestellt waren, und zwar mit 
der der Muskeladenylpyrophosphorséure ahnlichen Verbindung, die 
mit neutralem Pb-Acetat leicht fallbar ist (Praparat I), sowie mit einer 
Verbindung, die mit neutralem Pb-Acetat nicht ausgefallt wird (Luler- 
sche Cozymase); sie wurde nach den Angaben von Luler teilweise 
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gereinigt (Priparat 11). Der in Tabelle X XI abgekiirzt wiedergegebene 
Versuch zeigt, daB auch diese Substanz genau wie die Muskel- und 
Hefeadenylpyrophosphorséure nur in Gegenwart von Mg die Garung 
bewirken kann. 
Tabelle XXI. 
12. Januar 1931. Aktivierung der Glucosevergérung von ausgewaschener 
Trockenhefe (dreimal mit m/10 KH,PO, ausgewaschen) durch Hefe- 
kofermentpréparate I und II (vgl. Text). Zu allen Ansétzen 10 mg Glucose 
+ 0,13 mg Hexosediphosphat-Hexose. Angaben in emm CQ,. 





Nr. 1 2 3 4 
P —_ Priparat I altos Pri at II 
Zusitze Priparat I : oiun Nig Praparat I 3 sy Me 
30 Min. 14 41 16 37 
oO . 14 70 16 79 
120 , 17 175 21 254 
885 , 37 1310 28 1410 


Vi. Untersuchungen iiber das Koferment der Atmung und der 
Methylglyoxalase. 


a) Atmung. 


In diesem Kapitel sollen Versuche beschrieben werden, die zwar 
negativ verlaufen sind, die aber Anhaltspunkte fiir die Stellung der 
Adenylpyrophosphorséure bei dem Ablauf der chemischen Vorgange 
im Muskel ergeben. Es handelte sich zunachst um die Feststellung, ob 
die Adenylpyrophosphorséure, eventuell zusammen mit Mg, in der- 
selben Weise wie die Milchséurebildung auch die Atmung ausgewaschener 
Muskulatur zu 1eaktivieren vermag, d.h. ob das Koferment der Milch- 
sdurebildung auch das Koferment der Atmung ist. Zwar konnte mit 
diesem System eine Steigerung der Atmung von ausgewaschener Musku- 
latur erzielt werden; sie betrug aber nur etwa ein bis zwei Fiinftel der 
. durch Muskelkochsaft reaktivierbaren Atmung. Das System Adenyl- 
pyrophosphat + Mg ist danach also nicht das Koferment der Atmung. 
Es ist eine andere Frage, ob nicht fiir die Reaktivierung der Atmung 
ebenfalls ein Kofermentsystem notwendig ist, zu dem einer der Bestand- 
teile oder auch beide gehéren. 

In dem in der Tabelle X XII wiedergegebenen Versuch wurden je 
0,5g mit destilliertem Wasser ausgewaschener Froschmuskelbrei? 
mit 15ccm Zusitzen versetzt, darunter fiir jeden Ansatz 0,3 ccm 
m/2 NagHPO,. Als Substrat diente in diesem Versuch Lactat ; andere 
Versuche mit Glykogen hatten ein ahnliches Ergebnis. 

Der O,-Verbrauch wurde in Warburgschen KegelgeféBen mit Einsatz 


fiir Natronlauge zur Absorption des gebildeten CO, gemessen. Im Gasraum 
war reiner Sauerstoff. Die Temperatur betrug 20°. 


' Vgl. O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 20, 1919. 





' 
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Tabelle XXII. 
20. Oktober 1930. Atmung ausgewaschener Froschmuskulatur. Versuchs- 
ansétze: je 0,5 g ausgewaschener Froschmuskelbrei + 1.5 cem Zusétze; zu 
allen Ansétzen 0,3 cem m/2 Na,HPO,. Versuchsdauer 90 Minuten (20°). 





Nr. Sicsendhiqmeatiien Oo-Verbrauch O2-Mehrverbrauch 
emm emm 

1 a ee ne era 26 - 

9 age eet et gE le ane ag a 30 4 

S || Lectat+O08mgAp......... 41 15 

4 Lactat+0,5mg Mg als MgCl, .. . 40 14 

5 = Lactat + 0,3 mg Ap.+ 05mg Me. . 57 31 

6 || Lactat + 0,9 ccm Kochsaft .... . 107 81 


Der Versuch ergibt, daB mit Adenylpyrophosphat und Mg allein 
etwa der gleiche O,-Mehrverbrauch (15 bzw. 14cmm) erhalten wird, 
die sich bei der Kombination in diesem Versuch gerade summieren. 
Dieser Mehrverbrauch (31 cmm) betragt aber nur 37°, der mit Koch- 
saft erhaltenen Atmung (8]cmm). In anderen Versuchen wurde der 
atmungssteigernde EinfluB von Mg-Zusatz allein gelegentlich vermibt. 
dagegen nie die Steigerung durch Adenylpyrophosphat sowie die 
weitere durch Adenylpyrophosphat + Mg. 


b) Methylglyoxalase. 


Nach den Untersuchungen von Neuberg sowie Dakin und Dudl y 
und anderen wird Methylglyoxal von den verschiedensten Geweben und 
Gewebsextrakten in Milchséure umgewandelt. Es soll an dieser Stelle 
noch nicht auf die Frage eingegangen werden, ob die Umwandlung von 
Methylglyoxal in Milchséiure durch ein dismutierendes oder durch ein 
hydratisierendes Ferment (Methylglyoxalase) erfolgt!. Betreffs der Not- 
wendigkeit eines Koferments fiir die Methylglyoxalase liegen Unter- 
suchungen von Meyerho/, Gottschalk sowie Neuberg und Kobel vor. 
Meyerhof? lehnte diese Notwendigkeit ab, da der Ultrafiltrationsriick- 
stand von Gewebsextrakten nicht durch das Dialysat reaktiviert 
werden konnte, obwohl Gewebskochsafte eine stark aktivierende 
Wirkung ausiibten. Dagegen glaubt Gottschalk® das Vorliegen eines 
Koferments der Methylglyoxalase dadurch bewieren zu haben, daB aus- 
gewaschene Trockenhefe zugesetztes Methylglyoxal nicht zu verandern 
vermochte; doch fehlt hier das entscheidende Experiment, daB die 
ausgewaschene Trockenhefe iiberhaupt reaktivierbar war. 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente 2, 1552, 1926; vgl. auch A. Gottschalk, 
Ergebn. d. Physiol. 25, 643, 1926. 

2 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 159, 432, 1925. 

8 A. Gottschalk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 314, 1928. 
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Es sei hier daran erinnert, dab die Notwendigkeit eines Koferments 
fir die Wirksamkeit der Methylglyoxalase in den Betrachtungen von 
Neuberg und Kobel! iiber das Auftreten von Methylglyoxal in auto- 
lysierter Hefe usw. eine entscheidende Rolle spielt. Die Autoren haben 
ebenso wie Meyerhof durch Zugabe von Kochsaften eine Reaktivierung 
der Methylglyoxalase erzielt. 

Meine Versuche beweisen nun, dal die Wirksamkeit der Methyl- 
glyoxalase an die Anwesenheit eines Koferments gebunden ist, dab 
aber die Adenylpyrophosphorsaure nicht als dieses Koferment zu wirken 
vermag. Als Fermentlésung diente Frosch-, Ratten- und Kaninchen- 
muskelextrakt. Am besten geeignet fiir diese Untersuchungen ist 
Rattenmuskelextrakt, da einerseits mit Froschmuskulatur der Umsatz 
nur sehr langsam erfolgt und andererseits der Kaninchenmuskelextrakt 
erst durch sehr lange Dialyse kofermentfrei zu erhalten ist. Ratten- 
muskelextrakt setzt zugegebenes Methylglyoxal sehr schnell um (1,0 
bis 1,5 mg Methylglyoxal durch 0,7 cem Extraktgemisch in 30 Minuten 
bei 28° fast quantitativ, mit Kofermentzusatz sogar in 10 bis 
15 Minuten); er wird durch sechs- bis achtstiindiges Stehen bei 20° 
fast véllig inaktiv, erhalt aber sein Umwandlungsvermégen durch 
Kofermentzusatz zuriick. Allerdings ist der Rattenmuskelextrakt 
glykolytisch unwirksam, so daB hier keine Vergleichsmessungen mit 
dem Milchséurebildungsvermégen angestellt werden kénnen. Aus 
diesem Grunde ist nur ein Versuch mit Froschmuskelextrakt wieder- 
gegeben. 

Die Umwandlung des Methylglyoxals wurde manometrisch bestimmt. 
Pro Versuchsansatz wurden 0,7 com Extraktgemisch mit 0,4 ccm Zusétzen 
verwendet. Die Menge Methylglyoxal betrug etwa 1 mg, die in der Versuchs- 
zeit zu 80 bis 90°, umgesetzt wurden (der vollsténdige Umsatz entspricht, 
unter Beriicksichtigung der CO,-Retention des Extrakts, etwa 180 cmm 

_CO, aus dem zugegebenen Bicarbonat). Alle Zusétze wurden nach Tem- 
peraturausgleich eingekippt. Die Versuchstemperatur war 20°. Von der 
Wiedergabe der notwendigen Kontrollen wird abgesehen. 

Ein in Tabelle XXIII ausfiihrlich wiedergegebener Versuch wurde 

mit Froschmuskelextrakt derselben Herstellung angesetzt, und zwar 


a) mit frischem Extrakt, 
b) mit 6 Stunden bei 0° inaktiviertem Extrakt, 
c) mit 23/, Stunden lang dialysiertem Extrakt. 


Das Methylglyoxalase-Kofermentpréparat wurde aus dem _ trichlor- 
essigsauren Extrakt von frischer Baéckerhefe hergestellt, indem der neutra- 
lisierte Extrakt bei pu 6 mit Pb-Acetat gefallt, die Fallung, in der sich der 
Hauptteil befindet, abzentrifugiert, mit H,S zersetzt und die durchliiftete 
Lésung in stark saurer Lésung mit Hg(NOs), wieder gefallt wurde. Das 


1 OC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 207, 232, 1929; 210, 466, 1929. 
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Koferment der Methylglyoxalase ist aus nicht zu verdiinnter Lésung mit 
neutralem Pb-Acetat fallbar; es bildet ein in Wasser lésliches Ba-Salz, 
das mit Alkohol ausgefallt werden kann. Eine ebenfalls als Koferment der 
Methylglyoxalase wirksame Substanz konnte auch aus der wasserléslichen 
Ba-Salzfraktion des Trichloressigséureextrakts von frischer Kaninchen- 
muskulatur isoliert werden. Trotz der abweichenden Fallungsbedingungen 
wird zu priifen sein, ob nicht die Hulersche Cozymase als Koferment der 
Methylglyoxglase zu wirken vermag. 

Das Ergebnis des Versuchs ist folgendes (Tabelle X XII] und Abb. 5): 
In frischem Extrakt (a) wird Methylglyoxal spontan nur sehr langsam 
umgesetzt, mit Adenylpyrophosphat wird keine Steigerung erhalten, 
dagegen eine starke mit dem aus Hefe hergestellten Praparat (Nr. a 4); 
mit der vierfachen Menge Koferment (Nr. a 5) steigt die Geschwindigkeit 
weiter an. Gegeniiber Glykogen (Nr. a 6) ist der Extrakt gut wirksam 
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Abb. 5. 
Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsi#ure 
a) durch ‘rischen, b) durch inaktivierten, 
c) durch dialysierten Froschmuskelextrakt ohne und mit Kofermentzusatz 
Abszisse: Reaktionszeit in Minuten. Ordinate: emm CO, entwickelt. 
Die Kurvennummern entsprechen den Spalten in Tabelle XXIII. Die spontane Methylglyoxal- 
umwandlung (Kurven a2 und b 2) in frischem und inaktiviertem Extrakt ist praktisch gleich, 
in dialysiertem Extrakt fast Null (¢ 2). In frischem Extrakt wird die Umwandlungsgeschwin- 
digkeit des Methylglyoxals durch Zusatz eines Kofermentpréparats stark erhiht (a5); diese 
Steigerung ist im inaktivierten und dialysierten Extrakt nur wenig verringert. 





1)O—O a2 4) O— a5 
2) xX x b2 5) X——-& b4 
3) 0— 2 6) O—_) c4 


Der Versuch mit einem 6 Stunden bei 0° inaktivierten Extrakt (b) 
ergibt, daB die spontane Milchsdurebildung aus Glykogen praktisch 
erloschen ist (der Druckanstieg entspricht etwa der Saéuerung durch 
die in inaktiviertem Extrakt mit Glykogenstattfindende P-Veresterung!), 
wahrend mit Adenylpyrophosphat eine betrachtliche Milchséurebildung 
erhalten wird. Wahrend also das Koferment der Milchsaurebildung 
durch das sechsstiindige Stehen des Extrakts zerstért ist, ist die Um- 
wandlungsfahigkeit des Extrakts von Methylglyoxal durch die In- 
aktivierung bei 0° nicht veraindert. Adenylpyrophosphat bleibt wieder 


1 O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
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Tabelle XXIII. 
18. Mai 1931. Umwandlung von Methylglyoxal in Milchséure: a) durch 


frischen Extrakt, b) durch inaktivierten Extrakt (6 Stunden bei 0°), ¢) durch 
dialysierten Extrakt (2*/, Stunden). Versuchsansétze: je 0,7 cem Extrakt- 
gemisch + 0,4ccem Zusaétze mit 0,26°% Bicarbonat. 


(die eingeklammerten Zahlen bedeuten den zusaétzlichen Umsatz des Methy!l- 


Angaben in emm CO, 


glyoxals, also nach Abzug des ohne Zusatz von Methylglyoxtl erhaltenen 
Druckanstiegs). 


a) Frischer Extrakt. 











Nr. 1 2 3 4 5 6 
| . ethet Methy?- tee = E 
" Ohne Methyl- yore /OXE 7 2.8 
Zushtze: | Seseke ‘eae gly pnw ? Hete- f Hete- eivfeeme 
+ ee praparat priparat * 
10 Min. 0 3 (3) 3 5 8 (8) 41 
80 , 4 13 (9) 17 32 39 (35) 106 
oo . 11 28 (17) 31 59 79 (68) 126 
90 , 13 38 (25) 42 86 112 (99) 156 
120 , 15 51 (36) 45 108 142 (127) 187 
150 , 16 59 (43) 52 131 162 (146) 202 
180 , 16 66 (50) 61 151 175 (159) 220 
* In Versuch 5 die vierfache Menge von 4 angewandt. 
b) Inaktivierter Extrakt. 

Nr. 1 2 3 4 5 6 
Zusitze: ! Ohne Methyl- Methylglyoxal Methylglyoxal + 2,8 mg 2,8 mg 
vusaize: ||| Zusatz glyoxal + 0,img Ap. | +Hefepriparat Glykogen Glykogen 

10 Min. 2 4 (2) | 5 9 (7) s 37 
” « 3 13 (10) | 14 36 (33) 14 105 
60, 5 25 (20) 24 63 (58) 18 137 
90 , 4 31 (27) 28 86 (82) 18 154 
120 ° 7 45 (38) 42 124 (117) 24 2 
150 . 5 51 (46) 50 140 (135) 26 

c) 2%/, Stunden dialysierter Extrakt. 
Nr. 1 2 3 4 5 

F : Methylglyoxal Wothvisivoxal Methylglyoxal 
Zusitze : Ohne Zusatz , Methylglyoxal + py Ss 4 4 Welepeteenet wead ue 

13 Min. 0 0 (0) 1 10 (10) 10 

”. « 3 3 (0) 5 34 =(31) 38 

. 5 6 (1) 6 56 (51) 61 

90 , 5 9 (4) 13 85 (80) 89 
120 , 6 11 (5) 15 109 (103) 108 
150 , 7 15 (8) 19 140 (133) 137 
180 , 8 16 (8) 21 155 (147) 151 
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ohne EinfluB auf die Methylglyoxalase, wahrend das Hefepriparat fast 
unverandert wirksam ist. Erst durch Dialyse (Versuch c) gelingt es, 
die spontane Umwandlungsfahigkeit des Extrakts von Methylglyoxal 
bis auf 5°, der durch Koferment regenerierbaren Wirkung herabzu- 
setzen; das Hefepraparat ist hier ebenso wirksam wie beim inaktivierten 
Extrakt. Wie aus Versuch c5 hervorgeht, ist die Umwandlung des 
Methylglyoxals nicht an die Anwesenheit von Mg gebunden. Der etwas 
héhere Druckanstieg in Versuch ¢3, wo Adenylpyrophosphat + Mg 
zugesetzt war, gegeniiber Versuch ¢c 2 ist wahrscheinlich auf die Sauerung 
bei der Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsaéure zuriickzufiihren. 

In weiteren Versuchen wurde der Befund von Meyerhof bestatigt, 
daB die Methylglyoxalase sehr viel bestandiger ist als das milchsiure- 
bildende Ferment. In itibermaBig lange dialysierten und inaktivierten 
Kaninchenmuskelextrakten (bei 20° mit Toluol), die auch mit Koferment- 
zusatz Glykogen nicht mehr aufzuspalten vermochten, war die Methyl- 
glyoxalase nach Zusatz des Hefepraparats noch gut wirksam. 

Nach den Untersuchungen von Neuberg und Rosenthal’ bedarf die 
Carboxylase keines Koferments. Die Carboxylasewirkung ist auch nicht 
an die Gegenwart von Magnesium gebunden, da Trockenhete, die sechsmal 
mit je der 50fachen Menge m/10 KH, PO,-Lésung ausgewaschen war, 
fast unverindert wirksam war und die Wirkung durch Zusatz von Mg 
nicht gesteigert wurde. 10 mg ausgewaschener Trockenhefe gaben z. B. 
in l,l ecm Fliissigkeit 

a) ohne Zusatz 11 emm CO,, 

b) mit Brenztraubensiure 517 emm COQO,, 

c) mit ‘Brenztraubeisiure + 0,01 mg Mg a09emm CQOz, 

d) mit Brenztraubenséiure + 0,05 mg Mg 480 cmm CQ,,. 


VII. Zusammenfassung. 

Froschmuskelextrakt vermag nach zwei- bis dreistundigem Stehen 
bei 20° zugesetztes Glykogen nicht mehr aufzuspalten. Das aus frischer 
Muskulatur isolierte Adenylpyrophosphat stellt das Milchséurebildungs- 
vermogen eines so inaktivierten Extrakts in vollem Umfang wieder her. 
In einem dialysierten Extrakt muB neben Adenylpyrophosphat auch 
noch ein Magnesiumsalz zur vollstandigen Reaktivierung zugegeben 
werden. Muskelkochsaft, aus dem mit Ammoniak das Magnesium als 
MgNH, PO, ausgefallt ist, ist unwirksam geworden, wird aber durch 
Zusatz eines Magnesiumsalzes reaktiviert. Das System: anorganisches 
Phosphat + Adenylpyrophosphat + Mg wird das Kofermentsystem der 
Milchsaéurebildung genannt. 

Auch in dialysiertem Hefemazerationssaft und mit ausgewaschener 
Trockenhefe findet eine Garung nach Zusatz eines gereinigten Koferment- 


1 OC. Neuberg u. P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 128, 1913; 61, 171, 1914. 
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praparats organischer Natur nur in Gegenwart von Magnesium statt. 
Das Auswaschen der Trockenhefe muB mit einem sauren Lésungsmittel 
erfolgen (z. B. m/10 KH,PO,-Lésung), da mit destilliertem Wasser 
nicht geniigend Mg entfernt wird. Als organische Kofermentkomponente 
vermag auch bei der Hefe Muskeladenylpyrophosphat zu wirken. 

Die Atmung ausgewaschener Froschmuskulatur erreicht mit 
Adenylpyrophosphat + Mg nur etwa ein bis zwei Fiinftel der durch 
Kochsaft reaktivierbaren Atmung. Das Kofermentsystem der Milch- 
siurebildung ist also nicht das Koferment der Atmung. 

Adenylpyrophosphat ist nicht das Koferment der Methylglyoxalase ; 
dieses Koferment findet sich in reichlicher Menge in Hefe. Die Wirksam- 
keit der Methylglyoxalase (und auch der Carboxylase) ist im Gegen- 
satz zu der des Ferments der Milchsdurebildung und der alkoholischen 
Garung nicht an die Anwesenheit von Magnesium gebunden. 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung 
der Versuche. 








Ig 





Uber Eisenbestimmung im Blute. I. 


Von 


Tibor Laszlé. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 


Es kann sich zu verschiedensten Zwecken die Notwendigkeit er- 
geben, den Eisengehalt im Vollblut zu bestimmen, und zunachst kénnte 
man annehmen, daB diese Bestimmungen genau ausfiihrbar sind, da 
es ja an Methoden zur Veraschung des Blutes auf trockenem oder auf 
nassem Wege ebensowenig fehlt, wie an Makro- oder Mikroeisen- 
bestimmungsmethoden. Ich habe eine gréBere Reihe solcher Be- 
stimmungen mittels des kolorimetrischen Verfahrens nach Wéillstdtter! 
und des Knecht- und Hibbertschen? Titanverfahrens in der Jahnschen® 
Modifikation ausgefiihrt und bin zu dem hier vorweggenommenen 
Ergebnis gekommen, daB es mit keinem dieser beiden Verfahren gelingt, 
Exsen im Blute auch nur anndhernd mit der Sicherheit und Genauigkeit 
zu bestimmen, wie dies am Hamogloben oder an dessen wasserigen Losungen 
ohne weiteres moéglich ist. 


A. Eisenbestimmungen am Himoglobin. 


Zu allererst habe ich die Methoden, die spater am Blute verwendet 
werden sollten, an reinem kristallisierten Oxyhimoglobin vom Pferd 
und vom Hund erprobt. Geeignete Praparate, bei 105° C bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet, standen mir in gréBerer Zah| zur Verfiigung: 
sie rihrten von Arbeiten her, die in diesem Institut von Timar?#, Sziklay?, 
Simonovits® und Aszdédi? (in den Tabellen mit 7'., Sz., S. und A. 
bezeichnet) ausgeftihrt wurden. 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 53, 1152, 1920; Hoppe-Seylers Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 180, 288, 1923. 

2 Nach Treadwell, Quantitative Analyse, 11. Aufl., 1930, S. 606. 

* Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 308, 1911. 

* Diese Zeitschr. 208, 493, 1929. 

5 Ebendaselbst 223, 373, 1930. 

® Ebendaselbst 233, 449, 1931. 

7 Derzeit noch nicht ver6éffentlichte Untersuchungen. 
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1. Kolorimetrisches Verfahren nach Willstdtter. 


Etwa 0,5 g Hamoglobin wurde auf nassem Wege nach Neumann 
verascht, die Veraschungsfliissigkeit in einem MeBkolben auf 50 ccm 
aufgefiillt und von diesem 0,5 bis 2ccm nach den vorgeschriebenen 
Zusaitzen in einem von Bausch und Lomb bezogenen Kolorimeter ge- 
prift. Als Vergleichslésung diente eine 0,05 mg Eisen in 1 ccm ent- 
haltende Lésung von nicht verwittertem Fe (NH,) (SO,), + 12 H,0. 
Wie aus Tabelle I zu ersehen, waren die Ergebnisse im allgemeinen 
etwas niedriger, als erwartet werden konnte, und stimmten die Parallel- 
analysen oft nicht gut miteinander iiberein. 


Tabelle I. 


Eisenbestimmung nach Willstdtter im naBveraschten Haémoglobin 





Versuch Hamoglobin Fe 


Nr. von 0 , 
1 Hund (7.) 0,322 

0,320 

2 : js 0,330 

0,320 

| ia fe 0,350 

0,328 

4 « r 0,326 
0,335 

Mittelwert : 0,329 


2. Titanverfahren. 


Von Hamoglobin wurde 0,5 g abgewogen und in einigen Fallen auf 
nassem Wege nach Newmann, meistens aber auf trockenem Wege ver 
ascht. In letzteren Fallen wurde die Asche mit KH SO, aufgeschlossen, 
die Schmelze in warmer verdiinnter Salzsiure gelést, die erkaltete 
Lésung in einem MeBkolben auf 50ccm aufgefiillt und von diesen 
zweimal 20 ccm zum Titrieren verwendet. Titriert wurde genau nach 
der Jahnschen Vorschrift, mit dem alleinigen Unterschied, daB ich 
sowohl durch die Fliissigkeit im Kolben, wie auch durch die Titan- 
lésung selbst Kohlendioxyd perlen lieB, waihrend Jahn dort Kohlen- 
dioxyd, hier aber Wasserstoff vorschreibt. In den wenigen Fallen, in 
denen auf nassem Wege verascht wurde, habe ich, um die letzten Spuren 
der immerhin noch stérenden Salpetersiure wegzubringen, zum SchluB 
die Veraschungsfliissigkeit mit ein wenig trockenem Harnstoff ver- 
setzt und noch einmal kurz erhitzt. Behandlung der Aschenlésung 
wie vorangehend beschrieben. Die in der oberen Halfte der Tabelle II 
befindlichen Werte sind etwas héher, die unteren etwas niedriger als 








if 
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der allgemein als richtig anerkannte Wert 0,34. Diese Unterschiede 
rihren offenbar von den kaum vermeidlichen Versuchsfehlern her und 
tun dem Endergebnis, wonach im Mitte] aller Versuche ein dem idealen 
recht nahe kommender Wert erzielt wurde, keinen Abbruch. 


Tabelle II. 


Eisenbestimmung in Hamoglobin mittels des Titanverfahrens. 
x £ 





Versuch Hamoglobin Fe 


Nr von Veraschung , Bemerkungen 
5 Hund (Sz.) nal 0,345 Harnstoff zugesetzt 
6 » <a ee 0,342 - - 
7 ~~ ae trocken 0,353 Mit HNO, abgeraucht 
0,335 
8 > sae 2 0,352 Mit Acetonzusatz 
0,335 
9 | ee - 0,344 
0,346 
10 Pferd (Sz.) - 0,346 0,5 com 3° piges Nag PO, 
0.340 zugesetzt 
11 a (Sz.) _ 0.343 4 com 3 °/oiges Nag PO, 
0.333 zugesetzt 
12 ~ 0,322 
13 Hund (7.) . 0,330 
14 = (T.) nab 0,333 Harnstoff zugesetzt 
0,338 
15 Pferd (S.) trocken 0,330 
16 > tm e 0,335 
17 » &) " 0,336 


Mittelwert: 0,338 


Zum UberfluB habe ich in einigen Versuchen Eisenbestimmungen 
in nach Neumann veraschten Haimoglobinlésungen verschiedener Her- 
kunft nach dem Titanverfahren ausgefiihrt, in denen auBerdem noch 
a) der Trockensubstanzgehalt, b) der Hamoglobingehalt nach Autenrieth 
und Kénigsberger und c) der Sauerstoffgehalt der mit Sauerstoff ge- 
sattigten Lésung mittels des Barcroftschen Differentialapparats von 
B. Deutsch in diesem Institut bestimmt wurde. Die Berechnung des 
Eisengehalts aus den unter a) und b) erhaltenen Daten ergibt sich von 
selbst, aus den unter c) erhaltenen aber auf Grund folgender Uberlegung. 
Da 1 g Hamoglobin, enthaltend 0,0034 g Eisen, 1,34ccm Sauerstoff 
zu binden vermag, so ist, wenn der in 100ccm der Hamoglobin- 


lésung gebunden enthaltene Sauerstoff mit O,-% bezeichnet wird, 
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. Og % . 0,0034 
der prozentuale Eisengehalt gleich 134 , und muB der so 
errechnete Wert, wenn die betreffende Eisenbestimmungsmethode 


brauchbar ist, mit dem gefundenen in guter Annaherung iibereinstimmen. 


Tabelle III. 


Bestimmung des Eisengehalts von Haémoglobinlésungen und Berechnung 
des Eisengehalts aus dem Hamoglobingehalt und der Sauerstoffkapazitat. 





Fe-Gehalt 


Haimoglobin- 
gehalt 


berechnet 


Sauerstoff- 
kapazitit gefunden 


Versuch Haimoglobin 
mit dem 


von 


metrie 





Ce Titan- 
= verfahren 

Nr. Vol,-9/9 0 oL 
18 Pferd (S.) 8,3 8.2 34 0,028 0,027 0,028 0,028 
19 ‘ (S.) 9,9 8,9 3,2 33 30 33 33 
20 Menschen (4.) 8,0 7,5 10,0 27 25 25 27 
21 ‘ (A.) 7,2 7,1 8.9 24 2/ 28 24 
22 Rind (A.) 9.8 9,7 13,5 33 32 34 32 
23 (A.) 8,9 8.6 12,1 30 29 30 29 
27 Pferd (S.) 9,4 8,9 12.0 31 30 30 31 


Wie den Daten der Tabelle Il] zu entnehmen ist, ist die 
Ubereinstimmung des mittels des Titanverfahrens gefundenen Eisens 
mit den nach drei verschiedenen Wegen berechneten stellenweise sehr 
befriedigend, so daB gesagt werden kann, daB der Eisengehalt des 
Haémoglobins mittels des Titanverfahrens mit hinlanglicher Genauigkeit 


bestimmt wercgen kann. | 


B. Eisenbestimmungen im Blute. 

An Hamoglobin lieB sich, wie gezeigt wurde, leicht ein Urteil 
iiber die Brauchbarkeit einer Eisenbestimmungsmethode bilden, da ja 
der Eisengehalt des Hamoglobins genau bekannt ist. Am Blute war 
dies nur einerseits auf Grund einer gleichzeitigen Bestimmung des 
Hamoglobingehalts der Blutprobe méglich (ausgefiihrt im Autenrieth- 
und Kdénigsbergerschen Haimokolorimeter), der dem Eisengehalt des 
Hamoglobins proportional ist; andererseits auf Grund einer gleich- 
zeitigen Bestimmung der Sauerstoffkapazitat der betreffenden Lésung — 
in diesem Falle des Blutes —, indem sich aus ihr, wie beim Hamoglobin 
gezeigt wurde, der Eisengehalt berechnen lat. Bei der Abhangigkeit 
der Sauerstoffkapazitat des Blutes von dessen Kohlensaure-, Salz- 
gehalt und H-Ionenkonzentration ist der Vergleich des gefundenen und 
des aus der Sauerstoffkapazitét des Blutes berechneten Eisengehalts 
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nicht angangig, wenn es sich um niedere Sauerstofftensionen handelt, 


a da ja bei diesen niederen Tensionen die Sauerstoffsattigungskurve des 
ode Haimoglobins und des Blutes voneinander wesentlich abweichende 
en. Punkte aufweisen. Handelt es sich jedoch um die Sattigung mit Luft- 

sauerstoff bei normalem Luftdruck, wobei dem Sauerstoff eine Tension 

von etwa 150mm Hg zukommt, so ist jener Unterschied wesentlich 
ing geringer und fiir unsere Zwecke zu vernachlassigen. Der Umstand, 
at. daB im Blute Eisen auch in anderer Form als in der von Hamoglobin 


enthalten ist, diirfte wohl auBer Betracht kommen; denn u. a. finden 
Henriques und Roche', daB 1 Liter himoglobinfreies Blutserum nur 
1,5 bis 2,5, also durchschnittlich 2 mg Eiven enthalt. Setzen wir den 
en Hamoglobingehalt des Blutes nur zu 10°, so sind in | Liter Blut 100 g 


m - ° . . r . 4 
- Hamoglobin und in diesem, zu 0,34°,, gerechnet, 0,34 g Eisen enthalten. 


” Neben dieser Menge ist, Plasma bzw. Serum zu 50 Vol.-°,, des Blutes 
gerechnet, das nach obigem in | Liter Serum enthaltene 1 mg Eisen, 
: also 1/,°, des Hamoglobineisens, wohl zu vernachlassigen. 
( 1. Eisenbestimmung im Blut nach Willstdtter. 
Mittels einer geeichten Pipette wurden ein bis drei Proben zu 
J je 2 bis 4ccem des frisch einem Tiere entnommenen Blutes auf nassem 
, Wege nach Neumann verascht, und zwar je eine Probe durch B. Deutsch 
die in diesem Institut und durch mich. Die Veraschungsfliissigkeiten haben 
eae wir voneinander unabhangig nach Moglichkeit in Parallelanalysen 
oe kolorimetrisch geprift. Das in Tabelle IV zusammengestellte Ergebnis 
aa war folgendes : in manchen paralle] veraschten Proben stimmten die 
eit Werte liberraschend gut miteinander uberein, in anderen Veraschungs- 
fliissigkeiten ergaten aber sogar die Parallelablesungen mehy oder 
minder divergierende Werte; endlich gab es nicht wenige Versuche, in 
denen die Ablesungen infolge eines stérenden Unterschiedes im Farben- 
ton der beiden zu vergleichenden Lésungen oder infolge des raschen 
teil Abblassens der roten Rhodaneisenfarbe tiberhaupt unmdglich war (in 
/ ja Tabelle IV ist dieser Umstand durch ein Fragezeichen kenntlich ge- 
war macht). 
des rrr ; oe — , : 

Teils mit Riicksicht auf diese MiBerfolge, teils, da es zu erwarten 
oth- war, daB sich das Willstdttersche Verfahren am Blute nicht besser, 
des sondern eher schlechter als am Hamoglobin bewahren wiirde, habe ich 
ee auf vergleichende Bestimmungen zwischen diesen Verfahren und der 
a Hamokolorimetrie verzichtet, um so eher, da solche Versuche von 
bin L. Klein? in diesem Institut ausgefiihrt wurden und iiber sie an anderer 
- Stelle berichtet wird. Ebenso habe ich auch auf die Berechnung des 
alz- 
ind , ' = ‘ ~ oe , , — 
sits Bull. Soe. Chim. 9, 501, 1927, referiert in Ber. f. Physiol. 41, 756. 


2 Diese Zeitschr. 237, 492, 1931. 
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Eisengehalts aus der Sauerstoffkapazitit verzichtet, da dies an die 
sofort zu beschreibenden zahlreichen Versuche mit dem Titanverfahren 
angeschlossen wurde. — 


Tabelle IV. Eisenbestimmung im Blute nach Wiéillstdtter. 





Ver- Ver- 
such Blut yon Fe such Blut von Fe 
Nr. 0/5 Nr. 0 
28 Katze a) 0,046 38 Kaninchen Nr.6 a) 0,042 
b) 0,049 b) 0,046 
ce) 0,043 
29 Kaninchen Nr. 1 a) 0,032 39 e Pape a) 0,036 
b) 0,039 b) 0.035 
c) 0,037 
30 Mensch a) 0,055 40 . = ie ae 
b) 0,054 b) 0.045 
31. Kaninchen Nr.3 a) 0,048—0,048] 41 = . 3 a) 0,045—0.039 
b) 0,047—0,046 b) ? 
32 i. » 2. a) 0,036—0,037 | 42 ‘ » 3 a) 0,049—0,041 
—0.050 
b) 0,040—0,034 b) ? 
33 + a a) 0,034 43 “ oS a) 0,041 
b) 0,033 b) 0,039 
34 o a 0,036 44 . 2 a) 
b) 
35 " ole a) 0,033 45 . » @ a) 0,045—-0,047 
b) 0,033 b) 0,057—0,051 
ec) 0,034 
36 cS oa 0,033 46 . — oe a) 
b) 
37 ‘J » 3 a) 0,037 47 ‘ 5 2 a) 
b) 0,046—0,037 b) 





2. Hisenbestimmung im Blute nach dem Titanverfahren. 

Es wurden jedesmal 2 oder 3ccm Blut, und zwar iiberwiegend vom 
Kaninchen, 6fter vom Hund, selten vom Menschen untersucht, und 
zwar wurde in den Versuchen 38 bis 71 auf nassem, in den Versuchen 72 
bis 89 auf trockenem Wege verascht. Die weitere Behandlung erfolgte 
wie beim Hamoglobin beschrieben, zuweilen mit den weiter unten er- 
waihnten Abweichungen. Gleichzeitig wurde in einer zweiten Probe 
jeweils desselben Blutes der Himoglobingehalt mittels des Autenrieth- 
und Kénigsbergerschen Haimokolorimeters, in einer dritten Probe aber 
die Sauerstoffkapazitat bestimmt, und so der Eisengehalt berechnet. 
Diese Bestimmungen wurden von B. Deutsch}, allerdings zu anderen 
Zwecken, ausgefiihrt. 


1 Diese Zeitschr.; erscheint spéter. 
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Eisenbestimmung im Blute nach dem Titanverfahren; Berechnung des 
Eisengehalts aus Haémoglobingehalt und aus Sauerstoffkapazitat. 





Fe-Gehalt 





Haimoglo- : 

Versuch Blut von fone. Se gefunden Humo- 
kolorimeter globin- 

gehalt 

Nr. 0), 0; c 
38 10,7 14,7 0,035 0,036 
39 10,4 14,2 0,032 0,085 
40 . pe : q 11,5 15.6 33 38 
41 Kaninchen Nr. 16 13.4 18.2 39 45 
(Deutsch) e 
42 12,2 17,2 40 41 
43 10,0 14,2 30 33 
44 11,6 14.9 35 39 
45 12,4 16,3 36 41 
46 14,0 17,2 40 47 
47 13,5 18,2 42 42 
48 Keninchen Nr. 17 12,8 17,1 31 48 
49 an De ato eo ; 11,8 16,5 34 39 
50 10,5 32 35 
51 9,9 13,7 31 33 
52 9,4 12,9 27 31 
53 11,6 15.5 32 39 
54 13,3 17,7 40 44 
55 13,4 17,4 41 45 
56 14,4 19,7 44 48 
57 12,7 17,1 |° 86 42 
58 11,4 14,8 31 38 
59 eek Wr-18 12,6 16,3 43 42 
eee eet | Ee 30 | 8 
61 10,0 12,9 30 |. 8s 
62 8,8 12,0 25 29 
63 9.3 12,0 20 31 
64 9,9 13,6 32 33 
65 8,7 12,2 97 29 
66 11,3 15,3 38 38 
67 10,6 14,1 31 35 
68 13.8 19,6 41 46 
69 Kaninchen Nr. 19 12,2 17,5 32 41 
70 13,4 19,1 37 45 
71 12,8 19,3 36 43 
72 ( 12,0 16,0 28 40 
73 Kaninchen Nr. 7 11,8 15,8 27 * 39 
74 | 9,1 12,6 24 * 30 
* Mit konzentrierter HNO, abgeraucht. 


to 
* 


berechnet aus 


aus 
Sauerstoff- 
kapazitat 


0,037 
0,036 
39 
46 
438 
36 
38 
41 
44 
46 
43 
42 


35 
33 
39 
44 
44 
ov 
43 
37 
41 
33 
32 
30 
30 


31 
40 
36 


44 
48 
48 
40 
40 
82 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Fe-Gehalt 





Himoglo- berechnet aus 


bingehalt Sauerstoff- 





Versuch Blut von im Hamo-  kapazitit | gefunden fi | 
kolorimeter globin- — Sauerstoff- 
gehalt kapazitat 
Nr. 0 0/5 0/6 0/5 0 
75 Kaninchen Nr. 8 12,7 16,1 0,028 0,042 0,041 
76 “ _. 2 8,8 11,5 26 29 29 
77 ‘ « 10,3 13,2 25 34 33 
78 - ie 13,8 17,5 31 46 44 
79 Hund (Foxterrier) 14,4 — 49 ** 48 a 
80 Mensch (D. A.) 16,2 _— 41 54 — 
81 Wolfshund (9) 17,5 22,5 46 58 57 
82 A (2) 15,2 19,5 40 51 50 
83 e (2) 14,9 19,6 45 50 50 
84 7 (o") 14,0 19,7 30 47 50 
85 Rind (defibr.) 18,8 — 54 * 63 _ 
86 Hund (Dobermann) 11,2 15,2 29 * 37 38 
87 Wolfshund (o*) 17,7 - 49 * 59 — 
88 Hund (Kuvaz) 19,9 - 55 ** 66 - 
89 Mensch (8. 8.) 19,4 56 ** 65 — 


* Mit konzentrierter HNO; abgeraucht. 

** Aceton zugesetzt. 

Der Tabelle V, in der die Ergebnisse dieser Versuche zusammen- 
gestellt sind, ist zu entnehmen, daB mit dem Titanverfahren im Blute 
erheblich weniger Eisen erhalten wird, als dem Hamoglobingehalt bzw. 
der Sauerstoffkapazitat entspricht. (Ein Vergleich der im sechsten 
und siebten Stab der Tabelle V verzeichneten Daten tauscht stellen- 
weise die ganz und gar unmégliche Tatsache vor, als ob der aus der 
‘ Sauerstoffkapazitat berechnete Eisengehalt gréBer ware als der aus 
dem Hamoglobingehalt berechnete. Diese Unstimmigkeiten tun unseren 
SchluBfolgerungen keinen Abbruch, da es sich ja um Versuchsfehler 
handelt, die sich bei dieser Art der Berechnung vervielfaltigen kénnen.) 

Fir die mittels des Titanverfahrens erhaltenen teilweise viel ge- 
ringeren Werte kénnen verschiedene Momente verantwortlich gemacht 
werden. So war es denkbar, daB bei der trockenen Veraschung eine 
teilweise Reduktion des Eisens stattfindet, und das Ferroeisen, da 
beim Titanverfahren nur Ferrieisen angezeigt wird, der Bestimmung 
entgeht. Daher habe ich den Versuchen 73, 74, 85, 86 und 87 den Gliih- 
riickstand vorsichtig mit HNO, abgeraucht, ohne jedoch auf diese 
Weise richtigere Werte zu erhalten. Da ferner angegeben wird, dab 
das stérende Abblassen der roten Eisenrhodanfarbe in Gegenwart von 
Aceton nicht stattfindet, und ich mich in einigen an Himoglobin aus- 
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gefiihrten Bestimmungen davon tberzeugt habe, dal Acetonzusatz 
zum mindesten nicht stért, habe ich mir in den Versuchen 79, 88, 89 
auf diese Weise helfen wollen; jedoch wieder ohne Erfolg. Auch wird 
angegeben, daB es mitanwesende Phosphate sind, die mit dem Rhodan- 
eisen reagierend die Farbe stéren; doch mu ich mich auch diesbeziiglich 
auf einige an Hamoglobin ausgefiihrte Versuche (10 und 11 in Tabelle IT) 
berufen, in denen ich der Flissigkeit Phosphate bis zu einer Konzen- 
tration hinzufiigte, die das Mehrfache der im Blute natiirlich vor- 
kommenden betrigt: der Eisenbestimmung in Hamoglobin tat dieser 
Zusatz keinen Abbruch. 

Es ergab sich aus diesen auf Anregung und unter Leitung des 
Herrn Prof. Hari ausgefiihrten Versuchen, daB sich Eisen im Blute 
weder nach dem Willstdtterschen, noch nach dem Titanverfahren mit 
hinreichender Genauigkeit bestimmen lapt. 








Uber Eisenbestimmung im Blute. Il. 


Von 
L. Klein. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 


In der vorangehenden Mitteilung von Ldszlé! wurde gezeigt, daB 
es mittels des Willstdtterschen und mittels des Titanverfahrens nicht 
gelingt, Eisen im Blute mit der Genauigkeit zu bestimmen, wie dies 
an reinem Hamoglobin oder an dessen Lésungen ohne weiteres méglich 
ist. Es ergibt sich naturgemaéB die weitere Frage, ob von anderen 
Methoden, darunter von der Wongschen?, mehr zu erwarten sei. Zur 
Klarung dieser Frage war es nétig, auch Hamoglobinbestimmungen 
mit dem Hamokolorimeter von Authenrieth und Kénigsberger, sowie 
Eisenbestimmungen nach Willstdtter und auch mit dem Titanverfahren 
auszufiihren. 

' Methodik. 

Hisenbestimmung nach Wong im Blute. Das Wongsche Verfahren? 
hat zum Prinzip, daB das Haimoglobin durch konzentrierte Schwefel- 
séure in Gegenwart von Kaliumpersulfat aufgespalten und nach Ent- 
‘eiweiBung der Lésung das Eisen nach dem Rhodanverfahren kolori- 
metrisch bestimmt werden kann. 

Man versetzt 0,5 ccm Blut mit 2 cem konzentrierter Schwefelsaure, 
schittelt durch 1] bis 2 Minuten, fiigt 2 cem einer konzentrierten Lésung 
von Kaliumpersulfat hinzu, schiittelt wieder, verdiinnt mit 25 ccm 
Wasser, fallt das EiweifB durch Versetzen mit 2ccm einer 10° igen 
Lésung von Natriumwolframat, fillt auf 50 ccm auf, schiittelt leise, 
filtriert und verwendet je 20ccm des Filtrats zur kolorimetrischen 
Bestimmung. Als Vergleichslésung dient 1 ccm einer Eisenlésung, 
enthaltend 0,1 mg Eisen in leem. (Die Eisenlésung habe ich nach 
der Vorschrift von Jahn*® durch Lésen von Fe,O, in konzentrierter 


1 Diese Zeitschr. 237, 483, 1931. 
* Journ. of biol. Chem. 77, 409, 1928. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 308, 1911. 
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Schwefelsaure und Verdiinnen mit Wasser bereitet.) 1 ccm der Eisen- 
lésung wird mit 0,8 ccm konzentrierter Schwefelsiure versetzt, mit 
Wasser auf 20 ccm aufgefillt ; sodann fiigt man sowohl zu der zu unter- 
suchenden, wie auch zur Vergleichslésung 1 ccm der konzentrierten 
Kaliumpersulfatlésung und 4 cem einer 3 n Rhodanlésung hinzu. Von 
dieser Vorschrift bin ich nur darin abgewichen, daB ich 10 ccm einer 
40°,igen Rhodanlésung verwendete, und zur Stabilisierung der roten 
Rhodaneizenfarbe 10 ccm Aceton hinzufiigte, wihrend Wong zu 500 ccm 
der Rhodanlésung insgesamt bloB 20 cem Aceton als Zusatz empfiehlt. 

Eisenbestimmung nach Wong im Hdmoglobin. Zu diesem Zwecke 
habe ich etwa 0,2 g von reinem, umkristallisiertem, fein gepulvertem, 
bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes Pferde-Oxyhamoglobin 
verwendet, und konnte mich alsbald davon itiberzeugen, daB die Auf- 
spaltung weit langsamer vor sich geht als des in wasseriger Lésung 
oder im Blute gelésten Himoglobins. Brauchbare Resultate waren 
nur zu erhalten, wenn ich das Pulver 24 Stunden lang mit der doppelten 
Menge des von Wong vorgeschriebenen Schwefelsaure-Kaliumpersulfat- 
gemisches stehen lie}, zudem noch zur Fallung des abgespaltenen 
EiweiBpaarlings das Doppelte bis Dreifache der vorgeschriebenen 
Natriumwolframatmenge verwendete. 

Eisenbestimmung im Blut und im Hdmoglobin nach Willstdtter. Zu 
diesem Zwecke habe ich 3 ccm Blut einem Kaninchen bei der Ohrvene 
entnommen bzw. 0,5g trockenes Oxyhimoglobin vom Pferde nach 
Neumann auf nassem Wege verascht und, um die letzten Spuren von 
stérenden Resten der Salpetersaure zu entferner., nach Zusatz von ein 
wenig Harnstoff in Substanz noch einmal gekocht. Von der mit Wasser 
auf 50 ccm aufgefillten Veraschungsfliissigkeit habe ich in der Regel 
4ccm zur Kolorimetrie verwendet; zu diesen 4ccm habe ich 1/3 ccm 
konzentrierte Schwefelsiure, 20 ccm Wasser, 10 ccm einer 40°,igen 
Rhodanatlésung, dann zur Stabilisierung der Rhodaneisenfarbe 10, 
in spiteren Versuchen 5 ccm Aceton hinzugefiigt und endlich das ganze 
mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. 

Eisenbestimmung nach dem Titanverfahren. Diese Bestimmungen 
wurden von 7’. Laszlé genau nach Vorschrift (siehe auch seine voran- 
gehende Mitteilung) ausgefiihrt, und zwar jeweils in einem aliquoten 
Teile derselben Veraschungsfliissigkeit, in der die Bestimmung nach 
Willstatter ausgefiihrt ward (siehe oben). 

Kolorimetrie. Zur Verwendung kam ein von Bausch und Lomb 
bezogenes Kolorimeter. Ich fand, daB man die besten Resultate erhalt, 
wenn der Eisengehalt der Vergleichsfliissigkeit von dem der zu unter- 
suchenden Lésung nur wenig verschieden, und auch die Konzentration 
der iibrigen in Lésung befindlichen Stoffe (Salz, Saure) womdglich die 
gleiche ist. Orientierende Versuche habe ich an einer Lésung von Fe,Og 
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in Schwefelsaure, enthaltend 0,100 mg Eisen in 1 ccm, ausgefiihrt, 
und zwar unter Verwendung einer Lésung von (NH,)Fe(SO,)> 
+ 12 H,0, enthaltend 0,080 mg Fe in 1 cem als Vergleichsfliissigkeit. 
(In den weiter unten zu beschreibenden eigentlichen Versuchen habe 
ich die soeben erwahnte, von Jahn! empfohlene Lésung von Fe,O, 
als Vergleichsfliissigkeit verwendet.) Da mir in diesen orientierenden, 
wie auch spater in den eigentlichen Versuchen giinstig einfallendes 
Sonnenlicht nicht stets zur Verfiigung stand, habe ich oft Licht einer 
starkeren Gliihlampe mit blauer Glashiille verwendet. Wie aus nach- 
stehender Zusammenstellung ersichtlich, waren die Ergebnisse sehr 
zufriedenstellend, namentlich nicht verschieden, ob bei natiirlichem 
oder kiinstlichem Lichte abgelesen wurde. Die Bestimmungen ergaben: 
bei Sonnenlicht .......... .. . 0,100mg Fe 
eG os a 2 ee Pe 
. 0,098 ,, Fe 
, Oi ,, Be 


i Ot ETE ee ee = =—és 
. 0,099 ., Fe 


” ” 


” ” 


Versuchsergebnisse. 


Eisenbestimmung im Hamoglobin. Wird reines, mehrfach umkristalli- 
siertes Himoglobin verwendet, so ist es ein leichtes, die Richtigkeit 
einer Eisenbestimmungsmethode zu priifen, da ja der Eisengehalt 
des Haimoglobins genau bekannt ist. In nachstehender Tabelle I sind 
die Ergebnisse einiger Bestimmungen eingetragen, die einerseits nach 
dem Wongschen, andererseits nach dem Willstdtterschen Verfahren aus- 
gefiihrt wurden. Mit a) und b) der Tabelle I sind die beiden Proben 
bezeichnet, die je einem Praparat entnommen wurden; die Ergebnisse 
der jeweils ausgefiihrten Parallelanalysen sind ebenfalls in die Tabelle 
_eingetragen. Es ist zu sehen, daB das Willstdttersche Verfahren im Mittel 
aller Versuche einen Wert liefert, der blo®B um ein Geringeres héher ist 
als der allgemein als richtig angenommene. Der Mittelwert der nach 
Wong erhaltenen Zahlen ist noch etwas héher als der nach Willstdtter 
erhaltene, doch muf in vielen Einzelanalysen die Tendenz, wesentlich 
héhere Werte zu liefern, auffallen. 

Eisenbestimmung im Kaninchenblut. Wahrend es, wie oben gezeigt 
wurde, einfach ist, die Brauchbarkeit einer Eisenbestimmungsmethode 
im Haimoglobin zu priifen, da dessen Eisengehalt genau bekannt ist, 
gelingt dies beziiglich des Blutes nur auf Umwegen. Zum Vergleich 
miissen andere indirekte Methoden herangezogen werden. Zu diesem 
Vergleich wahlte ich die Hamoglobin- bzw. die aus diesem berechen- 
baren Eisenwerte, die ich mittels des bewahrten Autenrieth- und Kénigs- 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 308, 1911. 
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Tabelle 1. 


Eisenbestimmungen im Pferdeoxyhamoglobin. 





Priiparat Kristal- Wee aer Eisen exhelten iy 
vom Pferd lisation nach Willstdtter nach Wong 
0,346 oe 
' ; | 8) 9'349 a) 0,334 
| b) 0,352 b) 0,356 
? 0,352 ? 0,351 
a 0,343 0,361 
ll I | 0,343 *) 0,359 
| b) 0,340 , , 0,368 
? 0,344 ? 0,366 
I { a) 0,353 a) 0,331 
Il | { b) 0,347 b) 0,354 
| Il a) 0.352 a) 0,346 
| b) 0,348 b) 0,349 
0.356 0,357 
r 7 | *) 0,354 ®) 0.357 
| b) 0,343 b) 0,353 
? 0.357 ») 0.360 
0,347 0,358 
IV aT | *) 0.342 *®) 0.376 
0,349 P 
| b) 0.349 b) 0,324 
Mittelwert: 0,348 0,353 


bergerschen Haimokolorimeters erhielt. Um ferner die Richtigkeit der 
von Ldszlé! gefundenen Unzulanglichkeit des Willstdtterschen und des 
Titanverfahrens zu den Bestimmungen im Blute nachzupriifen, habe 
ich dieselben Praparate auch nach diesen beiden Methoden aufgearbeitet. 
Die Ergebnisse aller dieser Bestimmungen sind in Tabelle II zusammen- 
gestellt und in den drei letzten Staben in Prozenten angegeben, um 
wie vieles mehr oder weniger nach den drei Verfahren erhalten wurde 
als im Hamokolorimeter. 

Aus Tabelle II ist zu ersehen, daB man mit dem Wongschen Ver- 
fahren, das auch am Hamoglobin oft mehr Eisen ergibt, als erwartet 
werden kann, sich am Blute noch weniger bewahrt, indem man meistens 
mehr, zuweilen viel mehr Eisen erhdlt, als sich aus der himokolorimetri- 
schen Bestimmung berechnen laBt. Die Daten derselben Tabelle liefern 
auch eine Bestatigung der Ldszléschen Befunde, wonach das Titan- 
verfahren, das sich am Hamoglobin gut bewahrt, am Blute ebenfalls 
versagt, doch umgekehrt, aus dem Grunde, weil man auf diese Weise 
beinahe immer wesentlich weniger Eisen erhélt. 


1 Diese Zeitschr. 237, 483, 1931. 
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Tabelle Il. 
Eisenbestimmungen im Kaninchenblut. 
Mehr (+) oder 
Eisen erhalten 9/9 nach weniger (—) in °/o Eisen 
, erhalten als nach Auten- 
Ka- rieth ; nach 
a Datum = s adiaiiaenian a 
che a +». | Titan- 
— Wong | Willstdtter | yorns, || Wong | stdster rer 
1930 ‘ 
1 23.xu. 0,047 {| 8 OS nloas — 538,— 53) — 
“= > { 8) 0,043 a) 0,040 ss re oe 
1 | 27. xm. 0,042 |! 8) ogo by 01041 + 12— 35 
, { a) 0,042 a) 0,042 mals rf 
I 31. XII. || 0,039 | b) 0.041 b) 0,041 | 0,039 || + 64+ 64 + 0 
1931 
1 | 28. L |00s9 {| » 30% — |4usi — | — 
a) 0,041 | a) 0,085 | oe 
1 | 4 TE | 0,040 |) §) o'oar | ty 0,034 | 9084 | + 2.5 —18,8) —18,0 
‘ a) 0,041 , a) 0,036 | ” sel 9 
I | 9 IL | 0,088 |) ogg | = 0,035 | + 7,9 — 5,3 — 7,9 
m | 2 £ |0,056 { 2 Ott | tous | 051 | — 62\— 98 — 8,9 
| 5. 1. | 0,054 |) 2) On) |B aos | 02049 |— 74/— 6,5 — 9.2 
a) 0,050 a) 0,045 a) 0,046 
HM ; 8 I. |0046 |) }) 52 | by 01047 | b) 0,047 +109 0 + 1 
m | 18. mt. | 0,058 |) ) Oop |B Om 0,048 — 4,6)—11,1 —11,1 
- | a) 0,039 a) 0,035 a) 0,034 . _ ar 
Il 19. TT. 0,037 | b) 0.038 b) 0,035 b) 0,033 + 41'— 54)— 9,5 
a, { a) 0,086 a) 0,081 | a) 0,030 |, 59_ gg 10: 
Ill 21. Il. 0,034 | b) 0.034 b) 0.031 b) 0,031 + 2,9 8,8 —10,3 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter 
Prof. Hari ausgefiihrt. 
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